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Злокачественные опухоли кожи, такие как плоскокле-
точная карцинома (SCC), характеризуются высокой ско-
ростью роста, метастазированием и часто встречающей-
ся химиорезистентностью. Цитотоксический антибиотик 
доксорубицин используется для лечения SCC, однако его 
применение ограничено из-за высокой токсичности. Нами 
изучено использование повышенной дозы SLURP-1 и ком-
бинации SLURP-1 с низкой дозой доксорубицина для ле-
чения SCC у мышей, которым ксенотрансплантировали 
клетки эпидермоидной карциномы A431. Комбинация с доксорубицином усиливала противоопухолевую 
активность SLURP-1 и значительно подавляла метастазирование. Эффект от комбинированной терапии 
сопровождался снижением экспрессии EGFR в опухолях. Показано прямое ингибирование активации 
EGFR белком SLURP-1. Токсичность комбинированной терапии не выявлена. Полученные нами данные 
свидетельствуют о перспективности применения SLURP-1 в комбинации с химиотерапией в низких дозах 
при SCC и требуют дальнейшего изучения.
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Окислительный стресс сопровождает многие патологии, ха-
рактеризующиеся деградацией нейронов, приводя к более 
тяжелой форме течения этих заболеваний. Среди основных 
причин таких последствий – нарушение белкового гомеоста-
за и запуск необратимых процессов деградации клеточного 
цикла и клеточной физиологии, приводящих к старению. 
Предложен новый подход к борьбе со старением, вызван-
ным окислительным стрессом, основанный на использовании 
низкомолекулярного индуктора синтеза шаперонов. 

Иллюстрация принципа действия низкомолекуляр-
ных индукторов синтеза шаперонов для защиты ней-
рональных клеток от окислительного стресса
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Пробелокконвертазы (ПБК) – это семейство белков, включающее девять 
высокоспецифичных субтилизинподобных сериновых эндопептидаз человека. 
С использованием количественной ПЦР в реальном времени проанализированы уровни 
экспрессии генов ПБК в парных образцах опухолевой и окружающей нормальной 
ткани, полученных от 19 пациентов с диагнозом плоскоклеточная карцинома пищевода. 
Обнаружено достоверное повышение представленности мРНК генов PCSK6, PCSK9, 
MBTPS1 и FURIN в опухолевой ткани, что может указывать на вовлеченность данных 
ПБК в формирование и прогрессию злокачественных новообразований пищевода. 
Полученные данные указывают на то, что гены ПБК могут быть важными маркерами 
онкологических заболеваний человека.
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РЕФЕРАТ Ферроптоз, или железозависимая регулируемая гибель клетки, индуцируется перекисным 
окислением полиненасыщенных жирных кислот фосфолипидов мембран и находится под контролем 
глутатионпероксидазы-4. В последние годы получены убедительные данные, свидетельствующие о том, 
что резистентность к химио-, радио-, иммуно- и таргетной терапии опухоли тесно связана с рези-
стентностью к ферроптозу. В обзоре обсуждаются молекулярные характеристики ферроптоза при раке. 
Значительное внимание уделено образованию иммуносупрессивного пространства на территории опу-
холи. Основной акцент сделан на вовлечение хронической избыточной продукции провоспалительных 
цитокинов в становлении резистентности к ферроптозу. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА рак, ферроптоз, внутриопухолевая иммуносупрессия, провоспалительные цитокины.
СОКРАЩЕНИЯ Tf – трансферрин; TfR1 – рецептор трансферрина; FPN – ферропортин; GРХ4 – глу-
татионпероксидаза-4; GSH – глутатион; xC-система – цистин–глутаматный антипортер; DAMP – 
(Damage-associated molecular patterns) молекулярные паттерны, ассоциированные с повреждениями; 
PARP – поли(ADP-рибозa)-полимераза; CAF – (cancer-activated fibroblasts) активируемые опухолью 
фибробласты; MDSC – (myeloid-derived suppressor cells) миелоидные супрессорные клетки; Treg – регу-
ляторные Т-лимфоциты; FDA – (Food and Drug Administration) Управление по контролю за продуктами 
питания и лекарствами; IFN – интерферон; TNF – фактор некроза опухоли; ПНЖК – полиненасыщен-
ные жирные кислоты; IL-6 – интерлейкин-6.

ВВЕДЕНИЕ
Концепция, согласно которой изменения в геноме 
опухолевой клетки вносят лишь небольшой вклад 
в прогрессию злокачественной опухоли, является 
общепринятой [1]. Поведение опухолевой клетки – 
выживание, пролиферацию и переход в метастати-
ческую фазу роста – определяет микроокружение 
(внеклеточный матрикс, соседние нетрансформиро-
ванные клетки, клетки иммунной системы, кровь). 
Микроокружение опухоли регулирует также рези-
стентность к терапии [2]. 

Первое сообщение о ферроптозе, железозависи-
мой форме гибели клетки, появилось в 2012 году [3]. 
При ферроптозе избыток ионов Fe2+, находящихся 
в несвязанном с белками состоянии, запускает ре-
акцию Фентона: 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH– + •OH. 

Реакционная способность гидроксил-радикала, ге-
нерируемого в ходе реакции Фентона, чрезвычайно 

высока, он способен окислять практически любой 
компонент клетки. Центральным медиатором фер-
роптоза является накопление в клетке продуктов 
перекисного окисления полиненасыщенных жирных 
кислот [4]. Следует отметить, что активация фер-
роптоза не требует процессинга эффекторов кле-
точной смерти, например каспаз или газдерминов: 
ферроптоз энергетически менее затратная система 
гибели клетки. Интерес к ферроптозу заметно воз-
рос после появления данных о чувствительности 
к нему опухолевых клеток, резистентных к химио-, 
радио- и таргетной терапии [5]. 

Переход опухоли в фазу агрессивного роста про-
исходит в условиях неполного контроля иммун-
ной системой. Установлена дисфункция как ин-
фильтрирующих опухоль, так и циркулирующих 
Т-лимфоцитов (cм. обзор [6]). Под влиянием опу-
холи значительным изменениям подвергаются 
и макрофаги: наблюдается поляризация макрофа-
гов в М2-фенотип [7]. Цитокины, секретируемые 
опухолевыми клетками, привлекают в опухоль 
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Тreg. Увеличение количества Treg в опухоли про-
исходит на всех стадиях болезни, они подавляют 
пролиферацию и функциональную активность 
CD4+ и CD8+ Т-клеток [8]. В супрессии иммун-
ного ответа важную роль играют и MDSC [9]. 
Перепрограммирование противоопухолевого имму-
нитета, в результате которого иммунокомпетент-
ные клетки микроокружения стимулируют рост 
первичных опухолей, и нестабильность генома опу-
холевой клетки сегодня рассматриваются как фак-
торы, обеспечивающие защиту опухоли от иммун-
ной системы и ее прогрессию. 

В данном обзоре кратко обсуждаются особен-
ности метаболизма железа при раке, основные 
характеристики ферроптоза, а также вовлечение 
хронической продукции провоспалительных ци-
токинов в прогрессию опухоли. Особое внимание 
уделено становлению резистентности опухоли 
к ферроптозу. 

ЖЕЛЕЗО В МИКРООКРУЖЕНИИ ОПУХОЛИ 
До недавнего времени прогрессию опухоли из-
учали с точки зрения зависимости выживания 
опухолевых клеток от таких важнейших мета-
болитов, как глюкоза и глутамин. Сегодня, пожа-
луй, не осталось сомнений, что железо в микро-
окружении опухоли является не менее важной 
составляющей выживаемости опухолевых клеток. 
И это вполне понятно, поскольку железо в клет-
ке выполняет ряд метаболически важных функ-
ций, доставляя кислород в ткани (в составе гема) 
или выступая кофактором ряда ферментов, на-
пример, рибонуклеотидредуктазы, участвующей 
в биосинтезе ДНК или ферментов цикла Кребса 
[10]. Регулируя запасы железа в опухоли, можно 
существенно влиять на пролиферацию опухолевых 
клеток. И конечно же, не стоит забывать, что же-
лезо используют не только опухолевые клетки, 
но и клетки микроокружения опухоли. 

Клетки получают железо, в основном, с помощью 
рецептор-опосредованного эндоцитоза комплекса 
Tf /железо. Связывание комплекса Tf/железо со 
своим рецептором, TfR1 (CD71), приводит к интер-
нализации комплекса Tf /железо/ CD71 в клетку. 
В клетке железо диссоциирует из комплекса в эн-
досомах, встраивается в железозависимые бел-
ки, а рецептор и Tf возвращаются на поверхность 
клетки [11]. Не связанное с белками железо депо-
нируется в клетке благодаря формированию ком-
плекса с ферритином [12]. Свободное, не связанное 
с белками и ферритином, железо экспортируется 
из клетки через мембраносвязанный белок, FPN, 
или становится частью лабильного пула железа [13]. 
Уровень железа в организме регулирует пептидный 

гормон гепсидин. В ответ на повышение концентра-
ции железа в крови в гепатоцитах активируются 
экспрессия гепсидина и его секреция в кровоток. 
Связывание гепсидина с FPN способствует интер-
нализации обоих белков в клетку и их деградации 
в лизосомах. В результате блокируется выход же-
леза из клеток-депо, что ведет к снижению содер-
жания железа в плазме крови. В случае недостатка 
железа происходит подавление транскрипции геп-
сидина [14]. Связывание железа белками не только 
поддерживает жизнеспособность клетки, но и за-
щищает клетки от высокореакционноспособного 
гидроксильного радикала, генерируемого в реак-
ции Фентона. Следует отметить, что наш организм 
для защиты от изменений в метаболизме железа 
выработал достаточно жесткие механизмы контро-
ля. Это означает, что наши клетки не могут контро-
лировать запасы железа только в экстремальных 
случаях, в число которых входят и онкологические 
заболевания. 

На поддержание высокого индекса пролиферации 
опухолевым клеткам требуется значительно боль-
ше железа, поэтому для компенсации недостатка 
железа в опухолевых клетках повышается экспрес-
сия ТfR1. Опухолевые клетки накапливают также 
ферритин, депонируя железо. Изменяется и экс-
прессия FPN, экспортирующего железо из клетки. 
В большинстве злокачественных новообразований 
наблюдается снижение экспрессии FPN (см. обзор 
[15]). Следствием этих последовательных процессов 
является снижение уровня железа в крови и, соот-
ветственно, катастрофически низкий уровень гемо-
глобина у онкологических больных. Внутривенные 
инъекции легко усвояемых форм железа, норма-
лизирующие уровень гемоглобина при анемии, 
как правило, не повышают уровень гемоглобина 
у онкологических больных. Вскрытие показывает, 
что основная часть железа депонируется в печени 
[16]. Перепрограммирование метаболизма железа, 
способствующее его накоплению в опухолевой клет-
ке, характерно для всех видов опухолей. 

С агрессивным течением болезни сегодня свя-
зывают и мутации в опухолевой клетке. Важно от-
метить, что мутации во многих онкогенах (c-myc, 
KRAS, BRAF, РI3K), делеция в PTEN способствуют 
повышению уровня железа внутри клетки, а мута-
ции в опухолевых генах-супрессорах (р53) – снижа-
ют лабильный пул железа [17, 18]. Для агрессивного 
течения опухолевого процесса необходимо также 
накопление в опухоли М2-макрофагов, секрети-
рующих железо. Таким образом, для увеличения 
поступления железа и уменьшения его потери не-
достаточно инициировать изменения в экспрессии 
белков, контролирующих уровень железа в опу-
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холевых клетках. Необходим также диалог между 
опухолевыми клетками и клетками микроокруже-
ния. И не стоит забывать, что микроокружение опу-
холи – это постоянно меняющаяся среда. 

ФЕРРОПТОЗ – ЖЕЛЕЗОЗАВИСИМАЯ РЕГУЛИРУЕМАЯ 
ГИБЕЛЬ КЛЕТКИ
В 2018 году Nomenclature Committee on Cell Death 
официально определил ферроптоз как регулируе-
мую гибель клетки, вызванную аномальным окисле-
нием полиненасыщенных жирных кислот фосфоли-
пидов мембран и контролируемую GPX4. 

Эта форма гибели клетки связана с генераци-
ей гидроксильного радикала в реакции Фентона. 
При ферроптозе НО• атакует ПНЖК фосфолипи-
дов мембран. Чаще остальных перекисному окис-
лению подвергается фосфатидилэтаноламин, со-
держащий в качестве полиненасыщенной жирной 
кислоты арахидоновую (C20H32O2) или адреновую 
(C22H36O2) кислоты. Продукты перекисного окисле-
ния фосфолипидов мембран в опухолевой клетке 
накапливаются не только в результате активации 
реакции Фентона, но и при снижении активности 
антиоксидантной системы защиты клетки. Система 
антиоксидантной защиты включает селенопротеин 
GPX4 и GSH [19]. Используя GSH в качестве доно-
ра электронов, GPX4 восстанавливает потенциаль-
но опасные гидроперекиси липидов в нетоксичные 
спирты. Окисленный глутатион восстанавливается 
глутатионредуктазой, конститутивно активирован-
ной в клетке [20]. Детоксикация перекисей липидов 
под действием GРХ4 лимитируется присутствием 
в клетке цистина, предшественника GSH, который 
поступает через хС-систему [21]. В клетке проис-
ходит обмен глутамата на цистин в соотношении 
1 : 1. Цистин восстанавливается до цистеина раз-
личными редуктазами, включая тиоредоксинредук-
тазу-1, и используется в качестве строительного 
блока для биосинтеза GSH. Ключевая роль хС-
системы в прогрессии заболевания подтверждается 
и результатами клинических наблюдений: частота 
рецидивов xC-позитивных опухолей значительно 
выше, чем xC-негативных. GPX4 и хС-система рас-
сматриваются как потенциальные мишени, воздей-
ствуя на которые можно изменить редокс-статус 
клетки. «Золотым стандартом» индукции ферроп-
тоза продолжает оставаться эрастин, блокирующий 
поступление цистина в клетку. Вторая группа ин-
дукторов ферроптоза включает ингибиторы GРХ4 
(в основном RSL3 и RSL5 – RAS related lethal 3 
и RAS related lethal 5). 

Перекисное окисление фосфолипидов наруша-
ет белок-липидные взаимодействия, изменяет ак-
тивность мембраносвязанных ферментов, влияет 

на проницаемость мембраны. Непрерывное интен-
сивное окисление ПНЖК фосфолипидов мембран 
приводит к возникновению разрывов в плазматиче-
ской мембране и вытеканию содержимого клетки 
в межклеточную среду. DAMP в микроокружении 
опухоли (их можно разделить на две подгруппы – 
адъювант и антиген) способствуют усилению ин-
фильтрации опухоли CD8+ Т-клетками, созреванию 
дендритных клеток, повышению фагоцитарной ак-
тивности макрофагов [22, 23]. Таким образом, фер-
роптоз в опухолевых клетках вовлекается не только 
в прямую индукцию гибели клеток, но также в пе-
репрограммирование иммунной системы, формируя 
специфический иммунный ответ на опухолевые 
антигены, что должно вести к уничтожению еще 
какой-то части опухолевых клеток. 

Онкосупрессорная роль ферроптоза впервые 
была показана на трижды негативном раке мо-
лочной железы [24]. Выраженная зависимость ро-
ста опухоли от глутамина указывала на снижение 
активности хС-системы в поглощении цистина. 
Далее установили, что сорафениб, ингибитор ти-
розинкиназ, истощает запасы глутатиона в клетке, 
блокируя хС-систему, и запускает ферроптоз [25]. 
Аналогичным эффектом обладали и ингибиторы 
PARP [26]. Индуцируют ферроптоз в опухолевых 
клетках и соединения, блокирующие активность 
GРХ4 (например, алкилирующий агент альтрета-
мин, одобренный FDA) [27]. Интересно отметить, 
что резистентность к иммунотерапии PD-1/PD-L1 
также связывают с резистентностью к ферроптозу 
[28]. Даже упомянутые в столь кратком обзоре кли-
нические данные указывают на то, что ферроптоз 
должен вносить определенный вклад в реализацию 
эффектов противоопухолевых препаратов. 

МИКРООКРУЖЕНИЕ В ПРОГРЕССИИ ОПУХОЛИ 
Постоянное увеличение массы опухоли при дале-
ко несовершенной системе кровоснабжения опу-
холи сопровождается частичной гибелью клеток. 
Погибающие клетки вызывают продукцию про-
воспалительных цитокинов (TNF-α и -β, IL-1, IL-6, 
IFN-γ и некоторых других) [29]. Роль этих цито-
кинов заключается в регуляции иммунного ответа 
организма на воспаление, вызванное повреждением 
ткани. В ответ на иммуностимулирующие сигналы, 
выбрасываемые погибающими клетками, в микро-
окружение опухоли мигрируют иммунокомпетент-
ные клетки, которые начинают секретировать про-
воспалительные цитокины. Высокие концентрации 
провоспалительных цитокинов переводят опухоль 
в фазу более агрессивного роста [30]. По мере уве-
личения опухолевой массы повышается количе-
ство погибающих опухолевых клеток и количество 
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антигенов в микроокружении опухоли: воспаление 
переходит в хроническое. Хроническая избыточ-
ная экспрессия провоспалительных медиаторов на-
блюдается на всех стадиях развития рака: выра-
женность воспаления в метастатических опухолях 
значительно повышена по сравнению с ранними 
стадиями заболевания [31].

Молекулярные изменения, инициируемые адап-
тацией опухоли к нехватке питания, кислорода 
и энергии, активируют резидентные покоящиеся 
фибробласты. Фибробласты опухолевой ткани (CAF) 
практически заново создают внеклеточный матрикс, 
секретируя виментин, ламинин, фибронектин и кол-
лаген, основной каркасный белок внеклеточного ма-
трикса. Уплотнение внеклеточного матрикса стиму-
лирует рост злокачественной опухоли. Жесткость 
внеклеточного матрикса действует так же, как ба-
рьер, препятствующий проникновению лекарствен-
ных средств в опухоль (см. обзор [32]). 

Недостаток питания при стремительном ро-
сте опухоли сопровождается образованием очагов 
некроза. В межклеточную среду выбрасывают-
ся DAMP, что приводит к опосредованному ден-
дритными клетками захвату и презентации анти-
гена, индукции ответа цитотоксических Т-клеток. 
По мере прогрессии опухоли реактивный статус 
Т-лимфоцитов снижается. Т-клетки переходят в со-
стояние анергии, характеризующееся снижением 
цитолитической активности, а также снижением 
индекса пролиферации Т-клеток (см. обзор [33]). 

В иммунный ответ на DAMP вовлекаются и ма-
крофаги (см. обзор [34]). Цитотоксическая актив-
ность макрофагов на начальных этапах инфильтра-
ции опухоли макрофагами сдерживает прогрессию 
опухоли, однако ее недостаточно для контроля 
опухолевого роста. Противоопухолевый иммун-
ный ответ подавляется поляризацией макрофагов 
в М2-фенотип. Секретируя ростовые факторы, ци-
токины и компоненты внеклеточного матрикса, М2-
макрофаги увеличивают злокачественный потенци-
ал опухолевых клеток. 

Центральным звеном регуляции иммунного отве-
та как на опухолевые, так и на собственные анти-
гены, являются Treg. В норме Treg препятствуют 
развитию аутоиммунных заболеваний. Основная 
функция Treg в опухоли сводится к блокаде проли-
ферации CD4+ и CD8+ Т-клеток (см. обзор [35]). И, 
что чрезвычайно важно, Treg создают на террито-
рии опухоли иммунодефицитное пространство, ко-
торое позволяет там жить и бактериям. Показано, 
что увеличение количества Treg в опухоли неза-
висимо от других клинических факторов вызыва-
ет статистически значимое увеличение смертности 
от рака простаты [36]. 

Для поддержания иммуносупрессии опухоль ре-
крутирует из крови MDSC. При злокачественных 
новообразованиях миелоидные супрессоры подавля-
ют ответ Т- и NK-клеток. MDSC также экспресси-
руют CD40, индуцирующей накопление Treg в ми-
кроокружении опухоли (см. обзор [37]). Интересно 
отметить, что Treg, МDSС и М2-макрофаги рези-
стентны к ферроптозу, а CD8+ Т-клетки чувстви-
тельны к Fe-зависимой гибели [38]. 

ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫЕ ИНТЕРЛЕЙКИНЫ 
В МИКРООКРУЖЕНИИ ОПУХОЛИ
Интерлейкины, низкомолекулярные белки, синте-
зируются преимущественно клетками иммунной 
системы и подразделяются на провоспалительные 
(IL-1, -6, -12, TNF-α, интерфероны, хемокины, IL-8 
и др.) и противовоспалительные – IL-4, -10, -13, -17 
(см. обзор [39]).

В микроокружении опухоли доминирует экс-
прессия IL-6 (см. обзор [40]). Уровень IL-6 повышен 
при раке молочной железы, шейки матки, толстой 
кишки, пищевода, головы и шеи, яичников, подже-
лудочной железы, предстательной железы, а так-
же у пациентов с немелкоклеточным раком легкого 
и множественной миеломой [41]. Накоплен огром-
ный клинический материал, подтверждающий кор-
реляцию IL-6 с резистентностью к терапии [42] 
и активацией метастазирования (см. обзор [43]). 
Связывание IL-6 со своим рецептором (IL-6Ra, gp80) 
и корецептором gp130 активирует cигнальный путь 
JAK2/STAT3 [44]. STAT3 принадлежит к семейству 
проонкогенных транскрипционных факторов, тесно 
связанных с ингибированием апоптоза и пролифе-
рацией опухолевых клеток, активацией метаста-
зирования и ангиогенеза [45]. Гиперактивация сиг-
нального пути IL-6/IL-6R/JAK2/STAT3 наблюдается 
практически при всех типах опухолей [46]. Важно 
отметить, что уровень IL-6, циркулирующего в кро-
ви больных, является прогностическим маркером 
как течения болезни, так и ответа опухоли на те-
рапию [47]. 

В микроокружении опухоли в высоких концен-
трациях обнаруживаются и IL-1α, и IL-1β [48]. 
Уровень IL-1α и IL-1β заметно повышен при мела-
номе, раке толстой кишки, легкого, молочной желе-
зы, опухолей головы и шеи и связан с переходом 
опухоли в агрессивную фазу роста [49]. Во время 
генотоксического стресса повышение продукции IL-
1α и IL-1β и их секреция активируют кровоснабже-
ние опухоли (см. обзор [50]). Имеются также данные 
о корреляции экспрессии IL-1β с формированием 
отдаленных метастазов [51]. Связывание IL-1α со 
своим рецептором активирует экспрессию проон-
когенного транскрипционного фактора NF-kВ, ко-
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торый блокирует Fas-зависимый апоптоз и создает 
условия для выживания и прогрессии опухоли [52]. 
Становится очевидным, что высокие концентрации 
провоспалительных цитокинов в микроокружении 
опухоли являются органическими составляющими 
роста злокачественной опухоли. Многие недавние 
исследования подтверждают представление о том, 
что прогрессия злокачественных новообразований 
обеспечивается эффектом «тлеющего» воспаления. 

ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫЕ ЦИТОКИНЫ В ФЕРРОПТОЗЕ 
ПРИ РАКЕ 
Как отмечено выше, опухоль перепрограммирует 
метаболизм железа, способствуя его накоплению 
в клетке. Казалось бы, высокие концентрации же-
леза внутри опухолевой клетки должны активи-
ровать ферроптоз. Однако в опухоли ферроптоз 
блокирован. На клетках плоскоклеточного рака 
головы и шеи показано, что IL-6 стимулирует экс-
прессию белков хС-системы [53]. Ингибирование xС-
системы в этих клетках восстанавливало ферроптоз. 
Генетическое выведение из строя (нокдаун) белков 
хС-системы снижало пролиферацию клеток in vitro. 
Таким образом экспериментально подтверждено, 
что провоспалительный цитокин, IL-6, блокирует 
ферроптоз, активируя хС-систему. Вовлечение вну-
триопухолевой иммуносупрессии в блокирование 
ферроптоза подтверждено и на моделях подкож-
ных ксенотрансплантатов опухолей у мышей. RSL3, 
ингибитор GPX4, подавлял рост опухоли у бести-
мусных голых мышей [54]. В другом исследовании 
показан противоопухолевый эффект IKE (имида-
золкетонэрастин, индуктор ферроптоза) в модели 
лимфомы у мышей с иммунодефицитом [55]. 

В индукции ферроптоза в опухолевой клетке 
участвуют и другие провоспалительные цитоки-
ны. На клетках гепатоцеллюлярной карциномы по-
казано, что IFN-γ блокирует транскрипцию гена 
SLC7A11, кодирующего субъединицу хС-системы 
[56]. В условиях дефицита GSH накопление про-
дуктов перекисного окисления фосфолипидов запу-
скает ферроптоз. Экспрессию SLC7A11 и SLC3A2 
в опухолевых клетках подавлял и TNF-α: сниже-
ние поступления цистина приводило к гибели клет-
ки в результате развития окислительного стресса 
[57]. Важно отметить, что индуцированный IFN-γ 
или TNF-α ферроптоз может реализоваться только 
на начальных стадиях болезни, при переходе опухо-
ли в фазу агрессивного роста происходит смещение 
в сторону секреции IL-6. В агрессивной фазе роста 
внутриопухолевая концентрация IL-6 многократно 
превышает уровень других цитокинов: ферроптоз 
в клетках с высокозлокачественным фенотипом за-
блокирован [58]. 

Следующим регулятором воспаления, сопря-
женного с онкогенезом, является транскрипцион-
ный фактор NF-kB, который активируется в ответ 
на провоспалительные цитокины, инсулиноподоб-
ный фактор роста, фактор некроза опухолей. NF-kB 
участвует в регуляции контроля клеточного цикла 
и пролиферации, адгезии и миграции, в ангиогене-
зе и инвазии (см. обзор [59]). Получено эксперимен-
тальное доказательство участия NF-kB и в фер-
роптозе. На клетках U87 глиобластомы показано, 
что RSL3, ингибитор GPX4, активирует сигнальный 
путь NF-kB. Активная NF-kB запускает ферроп-
тоз, снижая экспрессию SLC7A11 – субъединицу 
хС-системы и GPX4 [60]. В результате повышает-
ся концентрация гидропероксидов липидов и запу-
скается ферроптоз. В подкожных ксенотрансплан-
татах ингибирование NF-kB BAY 11-7082 отменяло 
противоопухолевый эффект RSL3. И, подводя ито-
ги, в процессе прогрессии опухоль вырабатывает 
механизмы, позволяющие ей избегать ферроптоз. 
По всей видимости, резистентность к ферроптозу 
на фоне высоких внутриклеточных концентраций 
железа является еще одной детерминантой, позво-
ляющей опухоли уйти от противоопухолевой те-
рапии. Выявленная резистентность к ферроптозу, 
индуцированная провоспалительным микроокруже-
нием опухоли, не только расширяет наши знания 
о механизмах, лежащих в основе прогрессии зло-
качественного заболевания, но и смещает акценты 
в интерпретации значения внутриопухолевой им-
муносупрессии в канцерогенезе. Учитывая консти-
тутивную активность сигнального пути IL-6/JAK2/
STAT3 при злокачественных заболеваниях [61], ре-
зистентность к ферроптозу может рассматриваться 
как необходимое условие прогрессии опухоли.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Хотя программы ранней диагностики злокачествен-
ных новообразований заметно улучшили выжива-
емость онкологических больных, серьезным пре-
пятствием в лечении рака по-прежнему остается 
лекарственная устойчивость. Обнаружение того 
факта, что клетки, уцелевшие при химио-, радио- 
и таргетной терапии, чувствительны к ферропто-
зу, значительно повысило интерес к ферроптозу. 
Гибель резистентной к терапии клетки становится 
возможной благодаря добавлению дополнительно-
го окислительного стресса гидроксильными ради-
калами, генерируемыми в реакции Фентона: анти-
оксидантная система защиты клетки практически 
полностью разрушается. Стратегии использования 
ферроптоза в лечении метастазов открывают но-
вые возможности в терапии рака. В доклиниче-
ских моделях индукторы ферроптоза вызывали 
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относительно ограниченные токсические эффекты 
в нормальных клетках и демонстрировали хорошую 
переносимость. В рандомизированном исследова-
нии Functional Assessment of Cancer Therapy-Lung 
Cancer на пациентах с немелкоклеточным раком 
легкого было показано, что гуманизированные анти-
тела к IL-6 (ALD518) замедляли кахексию, снижая 
потерю веса с 1.5 кг/месяц до 0.19 кг/месяц и повы-
шали безрецидивную выживаемость больных на 2.2 
месяца [62]. На рост опухоли ALD518 существенно 
не влиял. По всей видимости, использования анти-
IL-6-антител недостаточно для блокирования роста 
опухоли, хотя монотерапия и улучшает качество 
жизни больных. Существенный интерес вызывают 
предварительные результаты клинического изуче-
ния применения комбинации индукторов ферроп-
тоза с противоопухолевыми препаратами при раке 

яичника, тройном негативном раке молочной желе-
зы, раке простаты, колоректальном раке, гепатоцел-
люлярной карциноме (см. обзор [63]). Кроме того, 
можно надеяться, что потенциальная способность 
ферроптоза вызывать специфический иммунный 
ответ, которая усиливает терапевтический эффект 
других методов лечения (см. обзор [64]), приведет 
к продлению ремиссии у онкологических больных. 
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ВВЕДЕНИЕ
Основная задача иммунной системы – сохранение 
постоянства внутренней среды организма путем 
борьбы с чужеродными агентами – патогенами, 
а также с собственными измененными клетками 
[1]. Речь идет не только об опухолевых клетках, 
но и о клетках иммунной системы, бесконтрольная 
деятельность которых может наносить вред орга-
низму, что проявляется в аутоиммунной или ал-
лергической патологии. Таким образом, контроль 
иммунной системы можно рассматривать как цен-
тральное звено обеспечения ее нормальной функ-
ции. 

Метаболизм клеток иммунной системы отличает-
ся от метаболизма других систем организма. Многие 
специфические функции иммунных клеток, такие 
как пролиферация в ответ на антиген или синтез 
и высвобождение повреждающих агентов для защи-
ты от патогенов, требуют изменения метаболических 
процессов [2]. Так, обязательным условием актива-
ции многих типов лимфоцитов является включение 
«эффекта Варбурга», который характеризуется тем, 
что пируват, полученный в реакциях гликолиза, 
не используется пируватдегидрогеназным комплек-

РЕФЕРАТ Иммунорегуляторные ферменты, обладающие активностью и биологических катализато-
ров, и регуляторных элементов, играют ключевую роль в контроле иммунных реакций, а наруше-
ние функций этих белков может быть причиной различных патологических состояний, таких 
как супрессия противоопухолевого иммунного ответа или нарушение противоинфекционного им-
мунитета. В данном обзоре описаны такие наиболее изученные иммунорегуляторные ферменты, 
как индоламин-2,3-диоксигеназа 1, аргиназа 1, индуцибельная синтаза оксида азота, глицеральдегид-
3-фосфатдегидрогеназа, эктонуклеозидтрифосфат-дифосфогидролаза 1, приведена их классификация, 
рассмотрены особенности, присущие представителям данной группы. Рассмотрены также новые на-
правления медицинского применения иммунорегуляторных ферментов. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА иммунометаболизм, регуляция иммунного ответа, ферментативная регуляция.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ IDO1 – индоламин-2,3-диоксигеназа 1; ARG1 – аргиназа 1; GAPDH – 
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа; IFN-γ – интерферон-гамма; Th1 – Т-хелперы 1 типа; AhR – ре-
цептор ароматических углеводородов; Th2 – Т-хелперы 2 типа; PBMC – мононуклеарные клетки пери-
ферической крови; iNOS – индуцибельная синтаза оксида азота; NO – оксид азота; IL-12 – интерлейкин 
12; Th17 – Т-хелперы 17 типа; ENTPD1 – эктонуклеозидтрифосфат-дифосфогидролаза 1; PAMP – моле-
кулярные паттерны, ассоциированные с патогенами.

сом, а переходит в лактат, но при отсутствии гипок-
сии, что отличает «эффект Варбурга» от анаэробного 
гликолиза [3]. Особенности метаболических процес-
сов при иммунном ответе изучает область иммуно-
метаболизма [4]. Одним из ее направлений является 
регуляция иммунного ответа с помощью метаболи-
ческих процессов. Особую роль в этом играют им-
мунорегуляторные ферменты. В настоящее время 
нет четкого определения, что является иммуноре-
гуляторным ферментом. Описан лишь ряд предста-
вителей, таких как индоламин-2,3-диоксигеназа 1 
(IDO1) [5], аргиназа 1 (ARG1) [6], глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназа (GAPDH) [7] и др. Целью дан-
ного обзора является систематизация современных 
представлений об иммунорегуляторных ферментах.

Важно подчеркнуть, что метаболическая ре-
гуляция иммунного процесса осуществляется 
не только на уровне отдельных ферментов, но и 
на уровне метаболических путей [8, 9]. Гликолиз 
является важным процессом, регулирующим акти-
вацию Т-лимфоцитов, однако для его обеспечения 
необходима работа нескольких ферментов. В пред-
ставленном обзоре мы не называем такие фермен-
ты иммунорегуляторными, так как они являются 
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частью регуляторного метаболического пути. С дру-
гой стороны, достаточно экспрессии одного только 
фермента IDO1 для изменения работы иммунной 
системы [5], и данный фермент работает как са-
мостоятельное звено регуляции. Такие ферменты 
и рассмотрены в обзоре. Изучение иммунорегуля-
торных ферментов находится в начале своего раз-
вития, поэтому необходимо привести ряд ферментов 
с известными иммунорегуляторными свойствами, 
а далее, на основе этих ферментов, дать опреде-
ление группы таких ферментов в целом. В данной 
работе будут описаны индоламин-2,3-диоксигеназа 
1, аргиназа 1, индуцибельная синтаза оксида азо-
та, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа и эк-
тонуклеозидтрифосфат-дифосфогидролаза 1, 
так как эти ферменты являются наиболее изучен-
ными представителями группы иммунорегулятор-
ных ферментов и отражают основные механизмы 
регуляции. На основе описания данных белков по-
строена классификация иммунорегуляторных фер-
ментов по механизму и месту приложения их дей-
ствия.

IDO1
Индоламин-2,3-диоксигеназа 1 (IDO1) является од-
ним из ферментов катаболизма триптофана [10], 
специфичность которого не ограничивается трип-
тофаном. Иммуносупрессивное действие IDO1 свя-
зано с превращением триптофана в кинуренины. 
IDO1 экспрессируется антигенпрезентирующими 
клетками [11] и сильно стимулируется интерферо-
ном-гамма (IFN-γ) [12]. Примечательно, что имму-
носупрессивное действие IDO1 наиболее выражено 
в отношении T-хелперных клеток типа 1 (Тh1) [13], 
которые продуцируют IFN-γ [14]. Таким образом мо-
жет формироваться отрицательная обратная связь, 
ограничивающая избыточную пролиферацию дан-
ных клеток. 

Выделяют следующие механизмы иммунорегуля-
торного действия IDO1:
– истощение триптофана [15]; 
– продукция кинуренинов, действующих через ре-
цептор ароматических углеводородов (AhR) [16]; 
– неферментативная функция в качестве сигналь-
ного белка [17]. 

Опосредованная IDO1-иммуносупрессия поддер-
живает иммунологическую толерантность в при-
вилегированных органах, таких как плацента [18], 
роговица глаза [19]. 

Известен ряд патологических состояний, при ко-
торых наблюдается дисфункция системы IDO1, на-
пример, экспрессия данного фермента в опухолях 
приводит к ускользанию опухолей от иммунного 
надзора, что способствует прогрессированию за-

болевания [20]. Некоторые патогены также научи-
лись использовать IDO1 для подавления иммун-
ной системы хозяина. Например, Leishmania major 
и L. donovani способны индуцировать экспрессию 
IDO1 в дендритных клетках человека, что приводит 
к ингибированию пролиферации лимфоцитов и на-
рушению иммунного ответа [21]. С другой стороны, 
выявлен антибактериальный эффект IDO1 в отно-
шении ряда патогенов, который реализуется за счет 
истощения эссенциального субстрата – триптофана 
[22]. Ингибиторы IDO1 хорошо изучены в качестве 
противоопухолевых агентов, однако их клиническая 
эффективность остается ограниченной, несмотря 
на положительные результаты доклинических ис-
следований, возможно, из-за активации альтерна-
тивных механизмов иммуносупрессии [23].

ARG1
Аргиназа 1 (ARG1) катаболизирует аргинин до ор-
нитина и мочевины [24]. Этот фермент проявляет 
регуляторную активность, связанную с истощением 
аргинина, который является эссенциальной амино-
кислотой для иммунных клеток [25]. В среде с ак-
тивной аргиназой и дефицитом аргинина наблю-
дается подавление активации и дифференцировки 
T-клеток (данный механизм не работает при избыт-
ке аргинина) [26]. На мышиных моделях показано, 
что в ответ на продукцию цитокинов клетками Th2 
макрофаги экспрессируют аргиназу, что приводит 
к регуляции численности Th2-клеток и воспаления, 
индуцируемого данной клеточной популяцией [27]. 
Экспрессия ARG1 иммунными клетками челове-
ка также связана с регуляцией иммунного ответа. 
Показано, что нейтрофилы, выделенные из крови 
пациентов с сепсисом, могут подавлять пролифе-
рацию CD8+ Т-лимфоцитов при совместном куль-
тивировании клеток за счет экспрессии ARG1 [28]. 
Также показано, что нейтрофилы, циркулирующие 
в крови пациентов с глиобластомой, могут осущест-
влять дегрануляцию аргиназы, подавляя актив-
ность клеток адаптивной иммунной системы [29]. 
Примечательно, что нейтрофилы в норме содержат 
большое количество гранул с аргиназой, но фермент 
не взаимодействует с аргинином цитоплазмы кле-
ток, что не приводит к усиленному потреблению ар-
гинина из крови при циркуляции нейтрофилов [30]. 
Можно предположить, что дегрануляция необходи-
ма для активации регуляторной функции аргина-
зы. Экспрессировать аргиназу 1 в ответ на повреж-
дающие факторы способны и другие лейкоциты 
из фракции мононуклеарных клеток перифериче-
ской крови (PBMC) человека [31], однако в настоя-
щее время не известно, является ли это регулятор-
ным механизмом. Примечательно, что ARG1 также 
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выполняет противомикробную функцию: в нейтро-
филах человека фермент локализуется в специфи-
ческих гранулах и высвобождается в фаголизосо-
му с фагоцитированным патогеном, что приводит 
к локальному истощению аргинина и гибели микро-
организмов [30]. Активность аргиназы макрофагов 
в очагах специфического воспаления может сдер-
живать распространение патогена, что показано 
на мышиных моделях туберкулезной инфекции [32]. 
Наиболее вероятно, что этот механизм связан с ис-
тощением аргинина, так как не выявлено прямого 
влияния метаболитов ARG1 на рост микобактерий. 

iNOS
В отличие от аргиназы и IDO1 индуцибельная 
синтаза оксида азота (iNOS) является иммуноре-
гуляторным ферментом в отношении врожденной 
иммунной системы, а именно, оксид азота (NO) спо-
собен подавлять продукцию интерлейкина 12 (IL-12) 
в макрофагах и дендритных клетках, что показа-
но на животных моделях [33]. NO также являет-
ся противомикробным агентом [34], действующим 
в основном против внутриклеточных патогенов; 
бактерицидное действие оксида азота обусловлено 
образованием сильного окислителя пероксинитрита, 
который повреждает различные структуры клеток 
патогена. Оксид азота является короткоживущей 
молекулой, поэтому его основное регуляторное дей-
ствие проявляется в синтезирующих его клетках, 
где NO нитрозилирует функциональные аминокис-
лотные остатки (например, тирозина) в сигнальных 
белках. Посредством нитрозилирования молекула 
NO способна подавлять дифференцировку кле-
ток Th17 у мышей [35], а также дифференцировку 
макрофагов M1 [36]. Эти исследования проведены 
на мышиных моделях, поэтому необходимо оценить 
применимость полученных результатов к клеткам 
человека. Экспрессия iNOS во врожденных иммун-
ных клетках контролирует экспрессию провоспа-
лительных цитокинов, что контрастирует с ролью 
NO в качестве бактерицидного агента. Можно пред-
положить, что, по аналогии с ARG1, локализация 
в разных клеточных компартментах может быть 
связана с выполнением данных функций. 

GAPDH
Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (GAPDH) 
является одним из ферментов гликолиза – ключе-
вого пути метаболизма глюкозы в иммунных клет-
ках [37]. Недавно был продемонстрирован механизм 
регуляции иммунного ответа в Т-лимфоцитах с по-
мощью GAPDH [38]. При достаточном содержании 
глюкозы этот фермент обеспечивает протекание 
гликолиза, необходимого для получения энергии 

и субстратов для анаболических процессов. В ус-
ловиях дефицита глюкозы GAPDH переключается 
на регуляторную функцию, распознавая опреде-
ленные мотивы в некоторых мРНК и способствуя 
их деградации, снижая тем самым уровень экс-
прессии некоторых белков, одним из которых яв-
ляется IFN-γ, основной цитокин клеток Th1. Таким 
образом, Т-лимфоциты не могут синтезировать 
IFN-γ в условиях дефицита глюкозы. Этот фено-
мен может частично объяснить снижение актив-
ности иммунного ответа Th1 в тканях некоторых 
опухолей, которые также интенсивно используют 
глюкозу; депривация глюкозы действительно вы-
явлена в качестве иммуносупрессивного фактора 
опухолевого микроокружения [39]. Примечательно, 
что продукция цитокинов с помощью GAPDH мо-
жет регулироваться путем отрицательной обратной 
связи, настроенной таким образом, чтобы ограни-
чить избыточную продукцию IFN-γ при чрезмерной 
экспансии Т-лимфоцитов, которые усиленно потре-
бляют глюкозу из окружающей среды при проли-
ферации [40]. 

ENTPD1
Фермент эктонуклеозидтрифосфат-дифосфогидро-
лаза 1 (ENTPD1) – это экзонуклеотид-фосфори-
лаза, которая расщепляет нуклеотиды до нукле-
озидов [41]. ENTPD1, или CD39, экспрессируется 
на поверхности иммунных клеток. Механизм регу-
ляторного действия CD39 основан на расщеплении 
внеклеточного ATP до аденозина, который пода-
вляет активацию ряда иммунных клеток (в частно-
сти, макрофагов и Т-лимфоцитов) через рецепторы 
A2A и ассоциированные с ними внутриклеточные 
сигнальные пути [42, 43]. Этот механизм изучен 
как на мышиных моделях, так и на клетках чело-
века [44]. Большое количество исследований, прове-
денных как на животных, так и материале, получен-
ном от пациентов, указывает на участие ENTPD1 
в иммуносупрессии при различных онкологических 
заболеваниях [45]. Расщепление ATP в плазме кро-
ви с помощью ENTPD1, локализованного на по-
верхности плазмоцитов, рассматривается как один 
из механизмов, ответственных за иммуносупрессию 
у пациентов, перенесших сепсис [46].

КЛАССИФИКАЦИЯ И ОБЩИЕ ОСОБЕННОСТИ 
ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫХ ФЕРМЕНТОВ
На основании данных о приведенных представите-
лях группы иммунорегуляторных ферментов можно 
составить классификацию (рис. 1), а также выде-
лить ряд общих особенностей данных ферментов, 
которые могут быть использованы для поиска но-
вых представителей группы. 
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Регуляция посредством синтеза активных ме-
таболитов, напротив, оказывает влияние не на все 
клетки с определенным уровнем метаболизма в ми-
кроокружении, а на специфические популяции, 
экспрессирующие соответствующие рецепторы. 
Регуляция может иметь внешний или внутренний 
характер, в зависимости от расположения фер-
ментов и рецепторов к регуляторным метаболитам. 
Данный механизм характерен для IDO1, ENTPD1 
и iNOS (действие NO ограничено самой клеткой из-
за быстрого распада молекулы). 

Рис. 1. Классификация 
иммунорегуляторных 
ферментов

Механизм

депривация 
эссенциального 

соединения

синтез  
эффекторных 
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активность
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    IDO1       ENTPD1

IDO1
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IDO1

Эссенциальные  
соединения

IRE Иммунные клетки

Рис. 2. Механизм регуляции посредством депривации 
эссенциальных и условно эссенциальных соединений

А

IRE Регуляторный 
метаболит

Иммунные  
клетки
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IRE

Рис. 3. Механизм регуляции функций иммунных 
клеток посредством синтеза регуляторного метабо-
лита. A – синтез регуляторного метаболита вне клетки 
(внешняя регуляция). Б – синтез регуляторного мета-
болита внутри клетки (внутренняя регуляция)

Классификация
По механизму действия данные ферменты можно 
разделить на:
– осуществляющие депривацию эссенциальных 
и условно эссенциальных соединений (рис. 2);
– синтезирующие регуляторный метаболит (рис. 3);
– проявляющие внеферментативную активность 
(рис. 4).

Депривация незаменимых соединений ограничи-
вает пролиферативную активность клеток, поэтому 
данная стратегия используется в основном при ре-
гуляции адаптивного иммунного ответа, ввиду вы-
сокой пролиферативной активности лимфоцитов. 
Данный эффект в меньшей степени влияет на по-
пуляции покоящихся клеток, метаболизм которых 
менее интенсивен, а также зависит от концентрации 
эссенциального соединения, способности ткани к его 
синтезу или транспорту (например, в мышиной мо-
дели инфекции L. major удалось нейтрализовать 
ингибирующее действие аргиназы на T-лимфоциты 
путем введения аргинина [26]). Из перечисленных 
ферментов подобным механизмом обладают IDO1 
(в том случае, когда работает в качестве фермента) 
и ARG1. 
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Внеферментативная активность предполагает на-
личие у фермента дополнительных свойств, напри-
мер, способности влиять на белки внутриклеточных 
сигнальных путей или уровни мРНК. Подобным 
механизмом обладают IDO1 и GAPDH. На при-
мере IDO1 можно отметить, что ферменты могут 
использовать несколько механизмов одновремен-
но. Фермент iNOS, с одной стороны, способен исто-
щать запасы эссенциального для иммунных клеток 
аргинина, однако в настоящее время нет данных, 
подтверждающих депривацию аргинина с помо-
щью iNOS. Аргиназа, которая истощает тот же 
субстрат, более эффективна по сравнению с iNOS, 
так как для катализа ей не требуется кислород, со-
держание которого часто снижено в очагах воспа-
ления [47]. 

По направленности действия можно выделить 
следующие группы ферментов:

– ферменты с внеклеточной направленностью;
– ферменты с внутриклеточной направленностью.
Ферменты GAPDH, iNOS и IDO1 (когда IDO1 

действует как сигнальный белок) обладают вну-
триклеточной направленностью, так как находятся 
внутри клеток и влияют в основном на экспрес-
сию генов в тех клетках, в которых находятся. 
Примечательно, что внутриклеточная активность 
данных белков зависит от уровней субстратов в ми-
кроокружении клетки, что позволяет настраивать 
активность фермента. Лучше всего данный принцип 
прослеживается на примере GAPDH, который дей-
ствует как регулятор только в ситуации, когда нет 
подходящих условий для осуществления фермента-
тивной активности (дефицит глюкозы). 

Ферменты с внеклеточной направленностью, 
такие как ARG1, ENTPD1 и IDO1 (когда IDO1 
работает в качестве фермента) влияют не толь-
ко на клетки, которые их экспрессируют (в ряде 
случаев могут и не влиять на данные клетки, 
как например, экспрессия ENTPD1, по-видимому, 
не влияет на плазмабласты, на которых фермент 

локализован [46]), но и на окружающие популяции 
клеток. 

Общие особенности действия 
иммунорегуляторных ферментов
Ферменты, осуществляющие иммунную регуляцию, 
имеют ряд общих особенностей, главная из кото-
рых – активация в условиях формирования иммун-
ного ответа. Экспрессия данных ферментов зависит 
от молекул-активаторов иммунного ответа, таких 
как ассоциированные с патогенами молекулярные 
паттерны (PAMP) и провоспалительных/противо-
воспалительных цитокинов (IDO1 [12], ARG1 и iNOS 
[6], ENTPD1 [48]). Некоторым исключением может 
быть GAPDH, однако его регуляторная активность 
сопряжена с деградацией мРНК IFN-γ, увеличение 
экспрессии которого достигается под действием 
PAMP и цитокинов [49]. Следствием этого свойства 
является то, что иммунорегуляторные ферменты 
подвергаются регуляции по принципу отрицатель-
ной обратной связи – активируясь в результате им-
мунного ответа (стимулами выступают PAMP и ци-
токины), они приводят к подавлению иммунного 
ответа и сохранению гомеостаза, так как избыточ-
ная активация иммунной системы сопровождается 
разрушением собственных тканей организма [50]. 

Второй особенностью является зависимость 
от метаболического контекста, в котором работает 
фермент. Действие ферментов, которые используют 
механизм депривации, можно отменить, если сохра-
няется достаточное количество субстрата. Действие 
ферментов, которые продуцируют регуляторные 
метаболиты, напротив, усиливается при повышен-
ном содержании субстрата, а при снижении коли-
чества доступного субстрата активность утрачи-
вается (ферменты депривации также утрачивают 
активность при снижении концентрации субстрата, 
но их регуляторное действие от этого усиливает-
ся, так как цель – снижение концентрации – до-
стигается). Отдельно можно выделить IDO1. Этот 
фермент работает в обоих случаях – и при избыт-
ке, и при недостатке триптофана. Выдвинута гипо-
теза, согласно которой IDO1 подавляет Th1-клетки 
в большей степени, чем Th2, так как на клетки Th1 
кинуренины оказывают проапоптотическое дей-
ствие, тогда как недостаток триптофана приводит 
только к остановке пролиферации клеток Th2 [13]. 
Таким образом, действие IDO1 также может зави-
сеть от метаболического контекста: избыток трип-
тофана подавляет Th1-клетки посредством произ-
водства кинуренина, а при недостатке триптофана 
подавление распространяется и на Th2-клетки, пу-
тем усиления депривации триптофана. Клетки Th1 
и Th2 конкурентно подавляют активность друг дру-

IRE

мРНК
Синтез  
белка

Рис. 4. Механизм 
регуляции  
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внеферментатив-
ной активности
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га [51], поэтому можно предполагать, что в услови-
ях нормальной концентрации триптофана IDO1 под-
держивает Th2-опосредованный иммунный ответ, 
а при снижении концентрации триптофана останав-
ливается деятельность Т-клеток в целом. 

Еще одной особенностью, характерной для им-
мунорегуляторных ферментов (не для всех указан-
ных в обзоре), является их противомикробная ак-
тивность. IDO1 [22], ARG1 [30], iNOS [34] обладают 
противомикробной активностью и используются 
иммунной системой для борьбы с некоторыми ти-
пами возбудителей. Механизмы противомикробного 
действия ферментов аналогичны регуляторным ме-
ханизмам: депривация эссенциального соединения 
с ограничением пролиферативной активности воз-
будителя [22] либо синтез противомикробного мета-
болита [34]. Можно предположить, что изначально 
дополнительной функцией данных ферментов была 
борьба с инфекционными заболеваниями, но в про-
цессе эволюции они приобрели также регулятор-
ную функцию, поскольку метаболизм активных 
иммунных клеток (например, пролиферирующих 
лимфоцитов) сходен с метаболизмом делящихся 
клеток патогенов (бактерий, грибков, простейших). 
Предполагается, что ряд регуляторных механизмов 
иммунной системы возник из эффекторных меха-
низмов уничтожения патогенов. 

ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫЕ 
ФЕРМЕНТЫ И СТРАТЕГИИ ПОИСКА НОВЫХ 
ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫХ ФЕРМЕНТОВ
Основываясь на особенностях иммунорегулятор-
ных ферментов, можно предложить методики по-
иска новых представителей данной группы. Общая 
особенность, которая должна быть использована 
при поиске: ферменты, регулирующие иммунный 
ответ, должны быть чувствительны к его акти-
вации. Данную особенность для потенциальных 
представителей можно проверять с помощью био-
информатических подходов: анализа последова-
тельности промотора гена белка с целью поиска 
сайтов связывания с белками провоспалительных 
или противовоспалительных сигнальных путей 
[52], таких как NF-kВ [53]. В случае, когда белок 
не имеет сайтов связывания с сигнальными фак-
торами, он все еще может участвовать в иммунной 
регуляции, активируясь косвенным путем через 
другие сигнальные пути, прямое участие которых 
в воспалительном ответе не доказано. В подобных 
случаях можно изучать дифференциальную экс-
прессию генов [54] при активации иммунного от-
вета. Для лучших кандидатов оба предложенных 
метода должны давать положительный результат. 
После подтверждения факта активации фермента 

при иммунном ответе определяют механизм регу-
ляции. 

Депривация эссенциального или условно 
эссенциального соединения 
Особенностью данного механизма является то, 
что подходящими свойствами могут обладать фер-
менты катаболизма эссенциальных соединений, ко-
торые могут быть либо первыми в цепи реакций 
превращения (опираясь на данные IDO1 и ARG1), 
либо же скорость-лимитирующими ферментами 
в метаболических путях указанных субстратов. 
Важным моментом является определение эссенци-
ального соединения, так как показано, что для ак-
тивированных иммунных клеток, анаболическая 
активность которых многократно усиливается, неко-
торые субстраты становятся эссенциальными, даже 
при условии возможности их синтеза в организме. 
Так, глутамин необходим для пролиферативного 
ответа Т-лимфоцитов, что показано на клеточных 
культурах человека и животных [55]. Можно пред-
положить, что глутаминаза 1 является потенциаль-
ным иммунорегуляторным ферментом. На культу-
рах клеток человека показано, что ингибирование 
глутаминазы 1 приводит к подавлению пролифе-
рации CD4+ Т-лимфоцитов [56], что согласуется 
с ролью глутаминолиза в обеспечении пролифера-
ции лимфоцитов. Недавно обнаружили способность 
Mycobacterium tuberculosis ингибировать глутамина-
зу 1 в культуре макрофагов мыши, что способство-
вало выживанию патогена [57]. Клетки опухоли (как 
активно пролиферирующие клетки) или ее микро-
окружения также могут использовать глутаминазу 
для усиленного метаболизма глутамина, что сопро-
вождается снижением противоопухолевого иммун-
ного ответа [58]. Тем не менее в настоящее время 
не известно, существуют ли регуляторные механиз-
мы в самой иммунной системе, реализуемые с по-
мощью глутаминазы 1, например, способны ли одни 
иммунные клетки, потребляя глутамин, вызывать 
истощение данной аминокислоты и регулировать 
функцию других клеток (как в случае IDO1). 

Витамины являются эссенциальными соедине-
ниями, необходимыми для пролиферации и диф-
ференцировки всех клеток, в том числе и иммун-
ной системы [59], поэтому ферменты, вовлеченные 
в метаболизм витаминов, потенциально могут об-
ладать иммунорегуляторными функциями, т.е. мо-
гут относиться к иммунорегуляторным ферментам. 
Примером может служить дигидрофолатредуктаза, 
осуществляющая метаболизм фолиевой кислоты. 
Дефицит фолиевой кислоты влияет на активность 
иммунных клеток мыши [60], более того, в экспе-
риментах на мышах показано, что с помощью на-
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правленного истощения популяций Т-лимфоцитов, 
экспрессирующих большое количество фолатно-
го рецептора, можно контролировать течение им-
мунных реакций [61]. Дефицит фолиевой кислоты 
в данной субпопуляции клеток может приводить 
к нарушению их функций. Тем не менее не извест-
но, можно ли регулировать численность иммунных 
клеток путем истощения фолата in vivo. 

Синтез регуляторного метаболита
Многие метаболиты с сигнальной функцией (гор-
моны, нейромедиаторы) являются потенциальными 
регуляторами иммунной активности. Так, например, 
серотонин способен влиять на пролиферацию и вы-
свобождение цитокинов в иммунных клетках разного 
типа [62], что делает триптофангидроксилазу потен-
циальным иммунорегуляторным ферментом. Другой 
фермент с иммуносупрессивной функцией – это 
оксидаза L-аминокислот (IL4I1), которая опосреду-
ет синтез метаболитов триптофана, активирующих 
AhR, как и IDO1, что вызывает иммуносупрессию 
и прогрессирование опухолевого процесса в мыши-
ных моделях (необходимо дальнейшее исследование, 
подтверждающее использование IL4I1 клетками са-
мой иммунной системы) [63]. Ключевой особенностью 
триады ферментов – IDO1, IL4I1, триптофангидрок-
силаза – является их общий субстрат триптофан. 
Можно сделать вывод, что для поиска потенциаль-
ных иммунорегуляторных ферментов, способных 
синтезировать регуляторный метаболит, рациональ-
но использовать ферменты, осуществляющие мета-
болизм субстрата, который уже используется другим 
установленным иммунорегуляторным ферментом, 
ферментом синтеза низкомолекулярных гормонов 
или нейромедиаторов. Показано, что нейромедиатор 
гамма-аминомасляная кислота синтезируется иммун-
ными клетками и влияет на их работу, что делает 
глутаматдекарбоксилазу потенциальным иммуноре-
гуляторным ферментом [64].

Внеферментативная активность
В настоящее время известно достаточно большое 
количество белков, обладающих несколькими ви-
дами биологической активности [65]. Ферменты 
этой группы являются потенциальными иммуно-
регуляторными ферментами. Внеферментативной 
регуляторной активностью обладает не только 
GAPDH, но и другой фермент гликолиза – гексо-
киназа, которая способна связываться с митохон-
дриальным ионным каналом VDAC, что позволяет 
опухолевым клеткам ингибировать один из апоп-
тотических путей в экспериментальных условиях 
[66]. Гексокиназа может потенциально участвовать 
в контроле иммунных реакций, например, повышая 

выживаемость некоторых популяций иммунных 
клеток за счет снижения апоптоза. Наиболее пер-
спективной стратегией поиска внеферментативной 
активности представляются анализ структуры бел-
ка и поиск мотивов связывания РНК или сигналь-
ных/структурных белков с помощью современных 
биоинформатических подходов [67]. 

ПЕРСПЕКТИВЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫХ ФЕРМЕНТОВ 
Исследование иммунорегуляторных фермен-
тов имеет не только фундаментальное значение. 
Технологии, использующие функции иммунорегуля-
торных ферментов, обладают большим потенциалом 
для использования в медицине. Наиболее хорошо 
изучено применение ингибиторов иммунорегулятор-
ных ферментов. Ингибиторы IDO1 были исследо-
ваны в качестве иммунотерапевтических противо-
опухолевых средств, и, хотя в качестве монотерапии 
они и имели ограниченные результаты, можно го-
ворить о том, что такие препараты обладают си-
нергичным действием с ингибиторами контрольных 
точек [68]. Ингибиторы аргиназы также исследуют-
ся в качестве противоопухолевых иммунотерапев-
тических средств [69]. Другой стратегией является 
использование самих иммунорегуляторных фермен-
тов. Так, рекомбинантная человеческая аргиназа 
была использована в качестве противоопухолевого 
средства для ауксотрофных по аргинину опухолей 
[70] (препарат вводился в ткань опухоли совмест-
но с основной терапией в эксперименте на мышах). 
В основе эффекта использовался тот же принцип 
депривации эссенциального соединения, который 
характерен для регуляции численности быстроде-
лящихся клеток. Данная стратегия потенциально 
сочетается с использованием скафолдов с интегри-
рованными в них ферментами или их ингибиторами 
для локальной модуляции функции иммунной си-
стемы (данный подход для различных иммуномо-
дуляторов в настоящее время активно развивается 
[71]), что может найти применение как в онкоимму-
нологии, так и в трансплантологии или терапии ин-
фекционных и аутоиммунных заболеваний. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Иммунорегуляторные ферменты являются новым 
объектом изучения, и необходима дальнейшая 
работа для их поиска, классификации и расшиф-
ровки механизмов их действия. Учет указанных 
в обзоре особенностей может облегчить поиск но-
вых представителей, так как в настоящее время 
известно, какие реакции протекают в организме 
с эссенциальными соединениями и какие фермен-
ты индуцируются про/противовоспалительными 
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цитокинами (такие белки являются наиболее пер-
спективными кандидатами для поиска у них им-
мунорегуляторных свойств). Контроль иммунных 
реакций с помощью метаболизма расширяет по-
нимание биологии иммунной системы, что позво-
лит разработать новые методы целенаправленного 
воздействия на нее. Формирование обратных свя-
зей за счет метаболизма может быть использовано 

в терапевтических целях для контроля иммунной 
системы за счет добавления субстратов, инги-
биторов или же самих ферментов в зависимости 
от типа заболевания. 

Результаты получены при финансовой поддержке 
Программы развития Томского государственного 

университета (Приоритет-2030).
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ВВЕДЕНИЕ
Комплекс видов Fusarium fujikuroi (FF) представ-
ляет одну из наиболее крупных групп в пределах 
рода Fusarium и является ярким примером значи-
тельных преобразований видовой концепции рода. 
Сравнительные морфологические и молекулярно-
филогенетические исследования позволили уста-
новить, что комплекс видов FF представлен более 
чем 60 различными видами, но это, с большой ве-
роятностью, не полный список [1]. Характеристика 
каждого таксона в комплексе видов FF проводится 
по сумме физиолого-биохимических признаков, по-
скольку для разграничения видов диапазона морфо-

логических характеристик недостаточно, посколь-
ку они не всегда очевидны, стабильны и надежны. 
С внедрением молекулярных технологий показано, 
что ранее описанные виды FF являются полифи-
летическими, состоящими из морфологически сход-
ных, но филогенетически различных видов [2–4].

В комплексе FF встречаются как патогенные, 
так и/или эндофитные для широкого круга расте-
ний организмы, а также возбудители заболеваний 
человека и животных [5]. Эти грибы вырабатывают 
структурно разнообразные вторичные метаболиты, 
включая микотоксины, а также фитогормоны – гиб-
береллины, ауксины и цитокинины [6, 7]. Спектр вто-
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ричных метаболитов у многих видов комплекса FF 
еще требует уточнения и может отличаться даже 
у близкородственных видов [8–10]. Четкое опреде-
ление границ видов Fusarium и характеристика их 
свойств помогают более надежно идентифицировать 
штаммы и улучшают понимание их биологии.

Гриб F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex 
Gerlach & Nirenberg (Matsush.) является одним 
из активно изучаемых представителей комплекса 
видов FF из-за его повсеместного распростране-
ния и способности инфицировать широкий спектр 
растений [11], включая злаковые, бобовые [12, 
13], овощные [14] и плодовые культуры [15–17]. 
Болезни, вызванные F. proliferatum, могут прояв-
ляться в виде гнилей или увядания [13, 18, 19], а, 
кроме того, инфекционный процесс в растении ча-
сто протекает бессимптомно. Наряду с близкород-
ственным видом F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg, 
F. proliferatum является одним из наиболее вре-
доносных патогенов кукурузы, вызывающим гнили 
початков и стеблей [20]. На зерновых культурах 
в благоприятных для гриба условиях зараженное 
зерно пшеницы может быть щуплым с признаками 
черного зародыша [21], а у инфицированного овса 
отмечали обесцвечивание и некротическую штри-
ховатость колосковых чешуек, а также покоричне-
вение зерна [22].

Благодаря обильному образованию микроконидий, 
собранных в фальшивые головки, короткие цепочки 
на моно- и полифиалидных клетках, а также макро-
конидий (рис. 1), F. proliferatum легко распространя-
ется по воздуху и переносится насекомыми на но-
вые неинфицированные растения [23]. Как и многие 
другие патогены, он сохраняется в семенах [14] 
и на растительных остатках в почве [24].

Fusarium proliferatum способен образовывать те-
леоморфную стадию, формируя перитеции с аско-
спорами на поверхности субстрата [25]. У гетеро-

талличных видов FF половое размножение может 
происходить только между особями противополож-
ного типа спаривания, регулируемого МАТ-локусом, 
представленным двумя идиоморфами – МАТ1-1 
и МАТ1-2 [26]. Эффективный размер популяции 
гетероталличного вида должен содержать более 
или менее одинаковое число особей, характеризу-
ющихся определенной идиоморфой, что приводит 
к возникновению полового процесса, в то время 
как значительный перекос в частоте встречаемости 
одного из типов спаривания может привести к не-
способности гриба к половому спороношению и сни-
жению его внутривидового разнообразия [27].

Как и другие представители комплекса видов 
FF, F. proliferatum синтезирует токсичные вто-
ричные метаболиты: ФУМ, БОВ, МОН, фузапро-
лиферин, фузарины, фузариевую кислоту и др., 
способные накапливаться в зерне и представлять 
опасность для здоровья его потребителей [28]. 
Установлена достоверная связь между зараженно-
стью F. proliferatum зерна пшеницы и количеством 
обнаруженных в нем ФУМ [29, 30]. Обобщение нако-
пленной к настоящему времени информации о кон-
таминации микотоксинами зерна разных злаков 
показывает, что пшеница или ячмень накапливают 
ФУМ в меньших количествах [31–33], чем кукуруза, 
в зерне которой эти метаболиты часто встречаются 
в высоких количествах [34, 35]. Известно, что ко-
личество микотоксинов, продуцируемых штамма-
ми F. proliferatum различного субстратного проис-
хождения, может значительно варьировать, среди 
них могут встречаться как активные продуценты, 
так и нетоксигенные штаммы [8, 28, 29, 36–38].

Цель исследования состояла в идентификации 
с помощью филогенетического анализа штаммов 
F. proliferatum, выделенных из зерновых культур, 
и определении их токсинопродуцирующей способ-
ности in vitro.

Рис. 1. А – культура гриба F. proliferatum MFG 58486 (картофельно-сахарозный агар, 7 сут, 25°С, в темноте);  
Б – микроконидии на моно- и полифиалидах; В – микроконидии и макроконидии (синтетический агар Ниренберг, 
14 сут, 25°С, в темноте)

А Б В
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Таблица 1. Штаммы F. proliferatum, выбранные для исследований

Штамм  
из коллекции Происхождение Растение-

хозяин Год
Номер последовательности в GenBank
tef tub rpb2

MFG* 58227 Краснодарский край пшеница 2009 MW811114 OK000500 OK000527

MFG 58471 Краснодарский край пшеница 2012 MW811115 OK000501 OK000528

MFG 58486 Краснодарский край пшеница 2012 MW811117 OK000503 OK000530

MFG 59046 Краснодарский край пшеница 2016 MW811122 OK000508 OK000535

MFG 60309 Краснодарский край пшеница 2017 MW811125 OK000513 OK000540

MFG 60803 Амурская обл. пшеница 2019 MW811134 OK000522 OK000549

MFG 58589 Ленинградская обл. овес 2013 MW811118 OK000504 OK000531

MFG 58590 Приморский край овес 2013 MW811119 OK000505 OK000532

MFG 92501 Ленинградская обл. овес 2007 MW811135 OK000524 OK000551

MFG 58667 Нижегородская обл. овес 2014 MW811121 OK000507 OK000534

MFG 58484 Воронежская обл. кукуруза 2012 MW811116 OK000502 OK000529

MFG 58603 Липецкая обл. кукуруза 2012 MW811120 OK000506 OK000533

*MFG – коллекция культур лаборатории микологии и фитопатологии ВИЗР, Санкт-Петербург, Россия.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы грибов Fusarium
Из коллекции чистых культур грибов, хранящихся 
в лаборатории микологии и фитопатологии ВИЗР, 
выбрали 12 штаммов (табл. 1), предварительно 
идентифицированных по сумме морфологических 
признаков как представители комплекса видов FF. 
Все штаммы выделены из собранных в различных 
регионах РФ образцов зерна: шесть – из пшени-
цы (Triticum aestivum L.), четыре – овса (Avena 
sativa L.) и два – из кукурузы (Zea mays L.).

Молекулярно-генетический анализ
Все культуры грибов выращивали на картофель-
но-сахарозной агаризованной среде (КСА) в термо-
статируемом шкафу Binder KBW 400 (Германия) 
при 25ºС в течение 7 сут. ДНК выделяли из мице-
лия по стандартной методике с помощью 2% раство-
ра цетилтриметиламмонийбромида и хлороформа.

Фрагменты генов tef, tub и rpb2 амплифицирова-
ли с использованием праймеров EF1 / EF2, T1 / T2 
и fRPB2-5F / fRPB2-7Cr [39]. Полученные фраг-
менты секвенировали методом Сэнгера на секвена-
торе ABIPrism 3500 (Applied Biosystems – Hitachi, 
Япония) с использованием набора реактивов BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ABI, США). 
Консенсусные нуклеотидные последовательности 
выравнивали в программе Vector NTI Advance 10 
(Thermo Fisher Scientific, США) и депонировали 
в базу данных NCBI GenBank (табл. 1).

В филогенетический анализ были включены ну-
клеотидные последовательности репрезентатив-

ных штаммов Fusarium spp. из коллекций Службы 
сельскохозяйственных исследований (NRRL, США), 
Института грибного биоразнообразия Вестердейк 
(CBS, Нидерланды) и других коллекций (табл. 2). 
Филогенетические отношения между таксона-
ми оценивали методом ML с помощью программы 
IQ-TREE 2 v.2.1.3. Лучшую модель замены нукле-
отидов, используемую для построения деревьев 
ML (TIM2e+R2), также определяли в программе 
IQ-TREE 2 v.2.1.3. Достоверность топологии фило-
генетических деревьев определяли посредством 
бутстреп-анализа (1000 повторностей). Также рас-
считывали значения BP с помощью MrBayes v. 3.2.1 
на платформе Armadillo 1.1.

Тип спаривания штаммов идентифицировали 
с помощью аллель-специфической ПЦР с праймера-
ми Gfmat1a/Gfmat1b (MAT1-1) и Gfmat1c/Gfmat1d 
(MAT1-2), разработанными для видов комплекса FF, 
и температурой отжига 55°C согласно протоколу 
[40]. Размеры фрагментов, соответствующих алле-
лям MAT1-1 и MAT1-2, составили 200 и 800 п.н. со-
ответственно.

Анализ токсинопродуцирующей способности 
грибов
В стеклянных сосудах объемом 250 мл смешивали 
20 г рисовых зерен и 12 мл воды и автоклавирова-
ли при 121°С в течение 40 мин. Автоклавированные 
зерна риса охлаждали и инокулировали двумя дис-
ками диаметром 5 мм, вырезанными из предвари-
тельно выращенных на КСА чистых культур грибов. 
Неинокулированные зерна использовали в качестве 
контроля. В течение двух недель колбы инкубиро-
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Таблица 2. Референсные штаммы Fusarium spp., включенные в филогенетический анализ

Вид Номер штамма Происхождение Субстрат Год

Номер последовательности 
в GenBank

tef tub rpb2

F. acutatum CBS 402.97 T Индия 1995 MW402125 MW402323 MW402768

F. acutatum NRRL 13308 Индия 1985 AF160276 MW402348 MN193883

F. agapanthi NRRL 54463 T Австралия Agapanthus 
sp. 2010 KU900630 KU900635 KU900625

F. agapanthi NRRL 54464 Австралия Agapanthus 
sp. 2010 MN193856 KU900637 KU900627

F. aglaonematis ZHKUCC 22-0077 Т Китай
Aglaonema 
modestum, 
стебель

2020 ON330437 ON330440 ON330443

F. aglaonematis ZHKUCC 22-0078 Китай
Aglaonema 
modestum, 
стебель

2020 ON330438 ON330441 ON330444

F. anthophilum CBS 119859 Новая 
Зеландия

Cymbidium 
sp., листья MN533991 MN534092 MN534233

F. anthophilum CBS 222.76 Т Германия
Euphorbia 

pulcherrima, 
стебель

MW402114 MW402312 MW402811

F. concentricum CBS 450.97 Т Коста-Рика
Musa 

sapientum, 
плод

1983 AF160282 MW402334 JF741086

F. concentricum CBS 453.97 Гватемала Musa 
sapientum 1996 MN533998 MN534123 MN534264

F. elaeagni LC 13627 Т Китай Elaeagnus 
pungens 2017 MW580466 MW533748 MW474412

F. elaeagni LC 13629 Китай Elaeagnus 
pungens 2017 MW580468 MW533750 MW474414

F. erosum LC 15877 T Китай кукуруза, 
стебель 2021 OQ126066 OQ126321 OQ126518

F. erosum LC 18581 Китай кукуруза, 
початок 2021 OQ126067 OQ126320 OQ126519

F. fujikuroi CBS 221.76 Т Тайвань Oryza sativa, 
стебель 1973 MN534010 MN534130 KU604255

F. fujikuroi CBS 257.52 Япония Oryza sativa, 
проросток 1947 MW402119 MW402317 MW402812

F. globosum CBS 428.97 Т ЮАР Zea mays, 
семена 1992 KF466417 MN534124 KF466406

F. globosum CBS 120992 ЮАР Zea mays, 
семена 1992 MW401998 MW402198 MW402788

F. hechiense LC 13644 Т Китай Musa nana 2017 MW580494 MW533773 MW474440

F. hechiense LC 13646 Китай Musa nana 2017 MW580496 MW533775 MW474442

F. lumajangense InaCCF 872 Т Индонезия
Musa 

acuminata, 
стебель

2014 LS479441 LS479433 LS479850

F. lumajangense InaCCF 993 Индонезия
Musa 

acuminata, 
стебель

2014 LS479442 LS479434 LS479851

F. mangiferae CBS 120994 Т Израиль Mangifera 
indica 1993 MN534017 MN534128 MN534271

F. mangiferae NRRL 25226 Индия Mangifera 
indica AF160281 U61561 HM068353

F. nirenbergiae CBS 744.97 США Pseudotsuga 
menziesii 1994 AF160312 U34424 LT575065
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Вид Номер штамма Происхождение Субстрат Год

Номер последовательности 
в GenBank

tef tub rpb2

F. nygamai NRRL 13448 T Австралия Sorghum 
bicolor 1980 AF160273 U34426 EF470114

F. nygamai CBS 834.85 Индия Cajanus cajan MW402154 MW402355 MW402821

F. panlongense LC 13656 Т Китай Musa nana 2017 MW580510 MW533789 MW474456

F. panlongense MUCL 55950 Китай Musa sp. 2012 LT574905 LT575070 LT574986

F. proliferatum NRRL 22944 Германия Cymbidium sp. 1994 AF160280 U34416 JX171617

F. proliferatum ITEM 2287 Италия LT841245 LT841243 LT841252

F. proliferatum NRRL 31071 США пшеница 2001 AF291058 AF291055

F. proliferatum NRRL 32155 Индия Cicer 
arietinum FJ538242

F. proliferatum CBS 131570 Иран пшеница JX118976 JX162521

F. sacchari CBS 223.76 Т Индия Saccharum 
officinarum 1975 MW402115 MW402313 JX171580

F. sacchari CBS 131372 Австралия
Oryzae 

australiensis, 
стебель

2009 MN534033 MN534134 MN534293

F. sanyaense LC 15882 T Китай кукуруза, 
стебель 2021 OQ126093 OQ126322 OQ126547

F. sanyaense LC 18540 Китай кукуруза, 
стебель 2021 OQ126095 OQ126308 OQ126549

F. siculi CBS 142222 Т Италия Citrus sinensis 2015 LT746214 LT746346 LT746327

F. siculi CPC 27189 Италия Citrus sinensis LT746215 LT746347 LT746328

F. sterilihyposum NRRL 53991 Бразилия Mangifera 
indica 2009 GU737413 GU737305

F. sterilihyposum NRRL 53997 Бразилия Mangifera 
indica 2009 GU737414 GU737306

F. subglutinans CBS 536.95 MW402139 MW402339

F. subglutinans CBS 136481 Италия кровь 
человека MW402059 MW402258 MW402748

F. verticillioides NRRL 22172 Германия кукуруза 1992 AF160262 U34413 EF470122

F. verticillioides CBS 531.95 Zea mays MW402136 MW402336 MW402771

F. xylaroides NRRL 25486 T Кот-д’Ивуар Coffea sp., 
ствол 1951 AY707136 AY707118 JX171630

F. xylaroides CBS 749.79 Гвинея Coffea robusta 1963 MN534049 MN534143 MN534259

Примечание. CBS – номер штамма в коллекции Института грибного биоразнообразия Вестердейк (Утрехт, 
Нидерланды); InaCCF – номер штамма в коллекции культур Индонезийского научно-исследовательского центра 
биологии (Чибинонг, Индонезия); ITEM – номер штамма в коллекции культур Института пищевых производств 
(Бари, Италия); LC – номер штамма в коллекции культур лаборатории Dr. Lei Cai Института микробиологии 
Китайской академии наук (Пекин, Китай); MUCL – номер штамма в коллекции лаборатории микологии Лувенско-
го католического университета (Оттиньии-Лувен-ла-Нёв, Бельгия); NRRL – номер штамма в коллекции Службы 
сельскохозяйственных исследований (Пеория, США); ZHKUCC – номер штамма в коллекции культур Чжункай-
ского университета сельского хозяйства и инженерии (Гуанчжоу, Китай);
Т – типовой штамм вида.

Таблица 2 (продолжение).
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вали в темноте при 25°С, ежедневно встряхивая. 
Затем образцы высушивали при 55°С в течение 
24 ч, измельчали на лабораторной мельнице (IKA, 
Германия) при 25000 об/мин в течение 1 мин и хра-
нили при -20°С.

Профиль вторичных токсичных метаболитов, 
продуцируемых грибами, определяли с помощью 
ВЭЖХ-МС/МС [41]. К 5 г рисовой муки добавляли 
20 мл экстракционного растворителя (ацетонитрил/
вода/уксусная кислота, 79 : 20 : 1). Обнаружение 
и количественное определение вторичных мета-
болитов выполняли на системе AB SCIEX Triple 
Quad™ 5500 MS/MS (Applied Biosystems, США), ос-
нащенной источником ионизации с электрораспыле-
нием TurboV (SCIEX, США) и системой микровол-
нового анализа Agilent Infinity серии 1290 (Agilent, 
США). Хроматографическое разделение проводи-
ли при 25°С на колонке Gemini C18, 150 × 4.6 мм 
(Phenomenex, США).

В экстрактах анализировали содержание БОВ, 
МОН, ФВ1, ФВ2 и ФВ3. Степень извлечения микоток-
синов составила 79–105%. Количество микотоксинов 
определяли, сравнивая площади пиков с калибровоч-
ными кривыми, полученными с использованием стан-
дартных растворов (Romer Labs Diagnostic GmbH, 
Австрия). Нижние пределы количественного опреде-
ления БОВ и МОН составили 1.9 и 3.1 мкг/кг, а ФВ1, 
ФВ2 и ФВ3 – 8.7, 3.2 и 3.2 мкг/кг соответственно.

Статистический анализ
Статистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием программ MS Excel 2010 и Minitab 17.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Молекулярно-генетическая характеристика 
штаммов
В филогенетический анализ вошли комбиниро-
ванные последовательности (1913 п.н.) трех локу-
сов: tef – 615 п.н., tub – 473 п.н. и rpb2 – 825 п.н., 
число информативных сайтов в которых составило 
154 п.н. (25.0%), 70 п.н. (14.8%) и 141 п.н. (17.1%) со-
ответственно. Все 12 штаммов вошли в отдельную 
кладу с бутстреп-поддержкой ML/BP 94/1.0, также 
включающую пять референсных штаммов F. pro-
liferatum (рис. 2). Клада F. proliferatum распреде-
лилась среди азиатской группы видов FF, топология 
филогенетических деревьев, построенных разными 
методами, была сходной и соответствовала рекон-
струированной ранее [1]. Полученное филогенети-
ческое дерево показывает генетическое разнообра-
зие F. proliferatum: анализируемые и референсные 
штаммы внутри клады распределились в несколь-
ко групп, состав которых не связан с географиче-

ским или субстратным происхождением штаммов. 
Сходное разделение F. proliferatum на группы, об-
условленное высокой внутривидовой изменчивостью 
этого вида гриба, не связанное с происхождением 
штаммов, отмечали и ранее [8, 42, 43].

С помощью специфичной ПЦР установлено, 
что в генотипе каждого штамма F. proliferatum при-
сутствует только одна идиоморфа в МАТ-локусе, 
а соотношение МАТ1-1 и МАТ1-2 идиоморф у ана-
лизируемых штаммов составило 8 : 4. Причем 
у штаммов, выделенных из кукурузы, МАТ-локус 
представлен только идиоморфой МАТ1-2, тог-
да как у штаммов, выделенных из овса, – только 
МАТ1-1. В штаммах, выделенных из пшеницы, най-
дены разные аллели МАТ-локуса – соотношение 
МАТ1-1 к МАТ1-2 составило 4 : 2.

Очевидно, несбалансированная встречаемость 
штаммов F. proliferatum с альтернативным ти-
пом спаривания в популяции гриба сказывается 
на уменьшении частоты формирования половой ста-
дии в природе, что снижает его генетическую из-
менчивость, а также, как следствие, на адаптации 
патогена к изменяющимся условиям окружающей 
среды. Ранее показали, что соотношение штаммов 
F. proliferatum, выделенных из культурных расте-
ний, имеющих разные идиоморфы в МАТ-локусе, 
может варьировать [8, 42]. Однако штаммы F. pro-
liferatum, выделенные из зерна твердой пшеницы 
в Аргентине, характеризовались равной частотой 
альтернативных аллелей МАТ-локуса, что позволи-
ло прогнозировать высокую вероятность обнаруже-
ния половой стадии гриба на полях пшеницы [42].

Профиль микотоксинов, продуцируемых 
F. proliferatum
В экстрактах, полученных из инокулированных зе-
рен риса, выявлены все пять анализируемых ми-
котоксинов – БОВ, МОН и ФВ1, ФВ2, ФВ3, тогда 
как в исходном автоклавированном зерне риса эти 
соединения не обнаружены.

Все штаммы F. proliferatum были активными 
продуцентами ФУМ (суммарное количество трех 
микотоксинов составило 100–9424 мг/кг), из кото-
рых наиболее представленным был ФB1 (53–82% 
от суммы ФУМ), количества других были ниже – 
ФВ2 (9–28%), ФВ3 (2–39%). Штамм MFG 58590, вы-
деленный из зерна овса из Приморского края, 
продуцировал наибольшее количество всех ФУМ. 
У двух штаммов – MFG 92501 и MFG 60803 – 
суммарное количество ФВ1, ФВ2, ФВ3 составило 
100 и 135 мг/кг, что значимо ниже, чем у других 
штаммов – 1077–7077 мг/кг (рис. 3).

Все штаммы F. prol i feratum  также про-
дуцировали сходные высокие количества 
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Рис. 2. Дендрограмма филогенетического сходства Fusarium spp., построенная на основе комбинированных 
нуклеотидных последовательностей фрагментов генов tef, tub и rpb2 методом ML. В узлах приведены значения 
бутстреп-поддержки (> 70%) при анализе методом ML, а также значения BP (> 0.95). Утолщенные линии обо-
значают поддержку ML/BP 100/1.0. Полужирным шрифтом показаны штаммы из коллекции MFG, включенные 
в исследование. Штамм F. nirenbergiae CBS 744.97 выбран в качестве внешней группы
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БОВ – от 64 до 455 мг/кг. Продукция МОН была су-
щественно ниже, чем четырех других микотоксинов, 
и варьировала – от 12 до 6565 мкг/кг. В профиле ми-
котоксинов штамма MFG 92501 МОН не выявлен.

Преобладание ФВ1 по  сравнению с  други-
ми ФУМ характерно для профиля микотоксинов 
F. proliferatum независимо от субстратного проис-
хождения штаммов [12, 37, 38, 44]. В нашем исследо-
вании не выявлено значимого влияния субстратного 
происхождения штамма на его способность к ток-
синообразованию (табл. 3). Известно, что на рост 
F. proliferatum и его способность продуцировать 
ФУМ влияет множество абиотических и биоти-
ческих факторов [45–47]. Широкий спектр расте-
ний-хозяев F. proliferatum указывает на его вы-
сокие адаптационные способности, в том числе 
за счет синтезируемых вторичных метаболитов. 
Установлено, что способность продуцировать мико-
токсины не связана с растением-хозяином, из кото-
рого выделен F. proliferatum [23]. Заражение пшени-
цы штаммами этого гриба, выделенными из разных 
хозяев, приводило к накоплению в зерне ФВ1 и БОВ 
[23], несмотря на то что изначально они различа-
лись по активности токсинообразования, и выявлен-
ное количество ФВ1 в зараженных зернах пшеницы 
оказалось намного ниже, чем обычно встречается 
в кукурузе. Ранее показали, что у штаммов F. pro-
liferatum, выделенных из зерна кукурузы, признак 
образования ФВ1 оказался более вариабельным, чем 
у штаммов из зерна пшеницы [36]. Представление 
о роли ФУМ, в частности ФB1, как фактора пато-
генности F. proliferatum до сих пор противоречиво 
[48]. У грибов Fusarium, продуцентов ФУМ, выявлен 
кластер генов (FUM), ответственных за биосинтез 
этих микотоксинов [1, 11]. Показано, что гены FUM1, 
FUM6, FUM8 и FUM21, в отличие от FUM19, необхо-
димы для синтеза ФУМ штаммами F. proliferatum. 
Делеция этих генов приводит не только к утра-
те способности синтезировать микотоксины, 
но и к уменьшению агрессивности штаммов в от-
ношении растения-хозяина [49]. В то же время не-
давно установили, что штаммы F. proliferatum, вы-
деленные из чеснока, могли продуцировать ФУМ in 
vitro, но не обязательно продуцировали их in planta 

[38]. Кроме того, при колонизации растения гриб 
подвергается воздействию метаболитов хозяина, 
которые также могут влиять на синтез и количе-
ство продуцируемых микотоксинов [50]. До сих пор, 
несмотря на присутствие F. proliferatum в микоби-
оте пшеницы, ячменя и овса, выращенных на тер-
ритории Евразии, обнаружение высоких количеств 
ФУМ в зерне этих злаков является нетипичной си-
туацией, в отличие от частой контаминации их БОВ 
и реже МОН [30, 51, 52]. Предположительно, зерно 
пшеницы, в сравнении с кукурузой, является менее 
благоприятным субстратом для накопления ФУМ 
[23, 44].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Филогенетический анализ штаммов F. proliferatum, 
выделенных из трех зерновых культур, выращенных 
на территории РФ, показал значительную внутри-
видовую гетерогенность гриба, не связанную с гео-
графическим и субстратным происхождением штам-
мов. Несбалансированная встречаемость штаммов F. 
proliferatum различного типа спаривания, вероятно, 
приводит к снижению роли полового процесса в жиз-
ненном цикле этого гетероталличного гриба. Высокая 
токсинопродуцирующая способность F. proliferatum 
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Рис. 3. Способность штаммов F. proliferatum продуциро-
вать ФУМ (автоклавированный рис, 25°С, 14 сут, без ос-
вещения). Показаны средние значения и доверительные 
интервалы при уровне значимости p < 0.05; точками 
отмечены значения для индивидуальных штаммов

Таблица 3. Токсинопродуцирующая способность штаммов F. proliferatum, выделенных из разных зерновых культур

Растение-хозяин  
(число штаммов)

Микотоксины*

ФУМ, мг/кг БОВ, мг/кг МОН, мкг/кг

Пшеница (6) 3470 ± 1008 307 ± 67 1690 ±764

Овёс (4) 4024 ± 1930 385 ± 43 260 ± 158

Кукуруза (2) 3538; 5578 363; 158 1041; 6565

*Приведены средние значения и доверительный интервал при уровне значимости р < 0.05.
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РЕФЕРАТ Окислительный стресс сопровождает многие патологии, характеризующиеся деградацией ней-
ронов, приводя к более тяжелой форме течения этих заболеваний. Среди основных причин таких по-
следствий – нарушение белкового гомеостаза и запуск необратимых процессов деградации клеточного 
цикла и клеточной физиологии, приводящих к старению. Нами предложен новый подход к борьбе со 
старением, вызванным окислительным стрессом, основанный на использовании низкомолекулярного 
индуктора синтеза шаперонов – одной из защитных систем клетки, регулирующей протеостаз и апоп-
тоз. Представлены данные, демонстрирующие способность производного пирролилазина – PQ-29 – 
индуцировать накопление шаперонов в нейрональных клетках человека и предотвращать развитие 
старения, вызванного окислительным стрессом.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА окислительный стресс, сенесценция, шапероны, пирролилазины, апоптоз, нейропро-
текция.

ВВЕДЕНИЕ
Окислительный стресс сопровождает подавляющее 
большинство патологий, характеризующихся дегра-
дацией нейронов, включая нейродегенеративные 
заболевания, черепно-мозговые травмы, инсульты 
и т.д. При этом, с одной стороны, появление актив-
ных форм кислорода (АФК) в нейрональных клет-
ках вызывает повреждение белков, липидов и ДНК 
и, соответственно, провоцирует процессы клеточного 
старения, что в свою очередь повышает риск разви-
тия других сопутствующих заболеваний.

Основным источником и мишенью АФК в клетке 
являются митохондрии. АФК могут вызывать кол-
лапс мембранного потенциала митохондрий, разру-
шение ультраструктуры митохондрий и истощение 
ATP [1]. Повреждение митохондрий способно при-
водить к некрозу или апоптозу. Кроме того, окис-
лительный стресс и митохондриальная дисфункция 
могут активировать пути p53/p21 и Rb/p16 [2]. Оба 
эти пути увеличивают экспрессию и активность 
β-галактозидазы, связанной со старением. Таким 
образом, борьба с повреждающими клетку послед-

ствиями окислительного стресса является важной 
частью терапии большинства нейродегенеративных 
процессов. 

Один из важных факторов защиты нервных кле-
ток – наличие белков теплового шока (HSP, шапе-
роны). Эти белки играют значимую роль в предот-
вращении различных путей гибели клеток, они 
необходимы для таргетирования и разрушения по-
врежденных белков внутри клетки. Например, шапе-
рон Hsp70 может предотвращать образование апоп-
тосом, взаимодействовать с индуцирующим апоптоз 
фактором AIF и проапоптотическим белком Bim, 
а также препятствует активации каспаз-3 и -7 [3–5].

Другой шаперон, белок Hsp90, также подавляет 
активацию сигнальных систем клеточной смерти. 
Установлено, что Hsp90 препятствует образованию 
апоптосом, прикрепляясь к Apaf-1, тем самым пре-
дотвращая его олигомеризацию и привлечение ка-
спазы-9, необходимой для образования апоптосом 
[6]. Важно отметить, что как Hsp70, так и Hsp90 свя-
зывают денатурированные, неправильно свернутые 
белки, в том числе вследствие чрезмерного окис-
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ления, и предотвращают их предрасположенность 
к образованию олигомеров и агрегатов [7].

Другие важные белки, необходимые для правиль-
ной работы шаперонной машины, – это кошаперо-
ны – полипептиды, содержащие j-домен, в частности 
Hsp40. Кошаперонные белки регулируют образование 
комплексов между Hsp70 и клиентскими белками, 
таким образом участвуя в распознавании и деграда-
ции денатурированных и окисленных белков [8].

В этом контексте интересен потенциал исполь-
зования химических соединений для стимуляции 
белков теплового шока в качестве средства за-
щиты нервной системы. Соединения, способные 
вызывать накопление шаперонов в клетках, про-
демонстрировали свою эффективность в моделях бо-
лезней Паркинсона [9] и Альцгеймера [10], вторично-
го повреждения после черепно-мозговой травмы [11] 
и многих других [12]. Ранее мы обнаружили, что не-
которые соединения, относящиеся к классу пирроли-
лазинов, способны активировать синтез и накопление 
шаперонов, что приводило к терапевтическому эф-
фекту в модели болезни Альцгеймера in vitro [13]. 
Одним из наиболее эффективных соединений явля-
ется 3-(5-фенил-1H-пиррол-2-ил)хиноксалин-2(1H)-
он (PQ-29). В данной работе мы изучили способность 
этого соединения предотвращать развитие старения, 
вызванного окислительным стрессом в нейрональных 
клетках человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Нейрональные клетки
Для подтверждения шаперон-индуцирующих и ней-
ропротекторных эффектов пирролилазинов мы ис-
пользовали мезенхимальные стволовые клетки, 
полученные из пульпы зуба человека (MSC-DP), 
как описано ранее [14]. Клетки MSC-DP получе-
ны из «Коллекции культур клеток позвоночных», 
поддержанной грантом Министерства образова-
ния и науки Российской Федерации (Соглашение 
№ 075-15-2021-683). Клетки культивировали в среде 
DMEM/F12 (Gibco, США) с добавлением 10% сыво-
ротки плода крупного рогатого скота (FBS; Gibco, 
США), 100 ед./мл пенициллина и 0.1 мг/мл стреп-
томицина («БиолоТ», Россия) при температуре 37°С 
и 5% CO2.

Затем фенотип клеток изменяли на нейрональ-
ный (MSC-Neu), инкубируя в течение 5 дней в сре-
де Neurobasal (BioinnLabs, Россия) с добавлением 
компонента Neuromax (PanEco, Россия), 3% сыво-
ротки плода крупного рогатого скота, 100 ед./мл 
пенициллина и 0.1 мг/мл стрептомицина (PanEco). 
Нейрональный фенотип верифицировали, анализи-
руя экспрессию панели маркеров зрелых нейронов 

[15, 16], включая β3-тубулин, NeuN, MAP2, синапто-
физин (Syp), PSD95 и NeuroD1, с использованием 
полимеразной цепной реакции в реальном времени 
(ОТ-ПЦР).

Выделение РНК и ПЦР в реальном времени
РНК выделяли с  помощью ExtractRNA (АО 
«Евроген», Москва, Россия), а затем проводили об-
ратную транскрипцию с помощью набора MMLVRT 
(АО «Евроген») в соответствии с инструкциями про-
изводителя. ОТ-ПЦР проводили с использованием 
системы детекции ПЦР в реальном времени CFX96 
(BioRad, США) и qPCRmix-HSSYBR (АО «Евроген») 
в  соответствии с  протоколом производителя. 
Подлинность ампликонов подтверждали с помощью 
анализа кривой плавления. Последовательности 
праймеров представлены в табл. 1, все праймеры 
синтезированы в АО «Евроген». Параметры ПЦР 
были следующими: 5 мин предварительной денату-
рации при 95°C, затем 40 циклов по 30 с при 95°C, 
30 с при 65°C и 30 с при 70°C. Данные анализирова-
ли на кратность изменения с использованием про-
граммного обеспечения BioRadCFX.

Анализ старения
Активность β-галактозидазы в клетках MSC-DP 
или MSC-Neu оценивали с помощью набора β-Glo 
(Promega, Великобритания) в соответствии с ин-
струкциями производителя. Затем измеряли сигнал 
люминесценции с помощью прибора VarioscanLux 
(ThermoFisherScientific, США).

Таблица 1. Праймеры, использованные в исследовании

Ген Праймер, нуклеотидная  
последовательность

Актин
F – 5’-TCAATGTCCCAGCCATGTATGT-3’
R – 5’-GTGACACCATCTCCAGAGTCC-3’

NeuN
F – 5’-CAAGGACGGTCCAGAAGGAG-3’
R – 5’-GGTAGTGGGAGGTGAGGTCT-3’

MAP2
F – 5’-GGAGGGCGCTAAGTCCG-3’

R – 5’-AAAATCTGGGCGCAGAAACTG-3’

NeuroD1
F – 5’-TCTTCCACGTTAAGCCTCCG-3’

R – 5’- CCATCAAAGGAAGGGCTGGT-3’

β3-тубулин
F – 5’-CCATGAAGGAGGTGGACGAG-3’
R – 5’-ACGTTGTTGGGGATCCACTC-3’

Syp
F – 5’-CTTCGCCATCTTOGCCTTTG-3’
R – 5’-TCACTCTCGGTCTTGTTGGC-3’

PSD95
F – 5’-GGATATGTGAACGGGACCGA-3’
R – 5’-AAGCCCAGACCTGAGTTACC-3’

p16
F – 5’-ATAGTTACGGTCGGAGGCCG-3’
R – 5’-CACGGGTCGGGTGAGAGTG-3’

p21
F – 5’-CTCAGAGGAGGCGCCATGT-3’
R – 5’-CGCCATTAGCGCATCACAG-3’
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Электрофорез и вестерн-блот-анализ
Клетки MSC-Neu обрабатывали пероксидом водо-
рода в концентрации 100 мкМ в течение 2 ч, а затем 
подвергали воздействию PQ-29 в концентрации 0.5, 
2, 8 или 300 мкМ в течение 1 или 2 ч. После этого 
клетки лизировали, лизаты использовали для элек-
трофореза и блотинга в соответствии с ранее опи-
санным протоколом [17], результаты анализировали 
с помощью антител к Hsp40 (клон J32), Hsp70 (клон 
3C5) [18], Hsp90 (ThermoFisherScientific, США) и ту-
булину (ThermoFisherScientific) в качестве контроля 
нагрузки. В качестве вторичных антител использо-
вали конъюгированные с пероксидазой хрена ко-
зьи антимышиные и козьи антикроличьи антитела 
(«Репертуар», Россия). Интенсивность полос рассчи-
тывали в условных единицах (у. е.) с использова-
нием программного обеспечения TotalLabQuant 1.0 
(TotalLab, Gosforth, Великобритания), данные нор-
мировали по средней интенсивности окрашивания 
тубулина.

Анализ цитотоксичности
Цитотоксические эффекты PQ-29 оценива-
ли, используя анализ активности дегидрогеназ 
по Моссману (MTT), согласно [19]. LC50 определя-
ли на основе результатов эксперимента, в котором 
клетки MSC-Neu инкубировали с PQ-29 в концен-
трации от 0.05 до 1000 мкМ. После 48 ч инкубации 
проводили MTT-тест. Каждый эксперимент прово-
дили в четырех повторностях.

Для оценки развития процессов некроза и апоп-
тоза клетки помещали в 96-луночный планшет 
и обрабатывали бромистым этидием и акридино-
вым оранжевым в фосфатно-солевом буфере (PBS) 
в концентрации 5 мг/мл для каждого красителя. 
Затем окрашенные клетки исследовали с помощью 
Zeiss Axioscope (Carl Zeiss, Германия).

Статистический анализ
Рассчитывали среднее значение ± стандартное от-
клонение. Данные анализировали с использованием 
непараметрического теста Манна–Уитни с помо-
щью программного обеспечения GraphPadPrism 8. 
Каждый эксперимент проводили минимум 3 раза. 
Величины p < 0.05 считали статистически значи-
мыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Первым этапом нашей работы стала проверка моде-
ли старения нейрональных клеток человека, инду-
цированного окислительным стрессом. С этой целью 
использовали мезенхимальные стволовые клетки 
человека из пульпы зуба MSC-DP, перепрограм-
мированные в нейрональный фенотип – MSC-Neu. 

Для проверки приобретения нейронального фено-
типа MSC-Neu после процедуры дифференциров-
ки мы анализировали с помощью ОТ-ПЦР маркеры 
нейронального фенотипа – β3-тубулин, MAP2, си-
наптофизин, NeuroD1, PSD95 и NeuN. По данным 
ОТ-ПЦР количество мРНК исследуемых генов су-
щественно возросло после дифференцировки. Так, 
экспрессия маркеров зрелых нейронов (а именно, 
синаптофизина, NeuroD1, PSD95, NeuN) увеличи-
лась примерно в 3 раза (рис. 1А). Экспрессия более 
ранних нейрональных маркеров (β3-тубулин, MAP2) 
также увеличилась, но не так значительно – при-
мерно в 1.4–1.5 раза.

Далее мы проверили способность пероксида водо-
рода вызывать старение в нейрональных клетках 
человека. Для этого клетки MSC-Neu культиви-
ровали в присутствии 100 или 300 мкМ перокси-
да водорода в течение 1 или 2 ч. Затем в клетках 
определяли активность известного маркера старе-
ния, фермента β-галактозидазы с помощью набора 
β-Glo (рис. 1Б). Обнаружено, что культивирование 
клеток MSC-Neu в присутствии пероксида водорода 
в течение 1 ч приводило к увеличению активности 
β-галактозидазы на 4.4 и 6.2% при использовании 
100 и 300 мкМ пероксида водорода соответственно. 
Культивирование клеток MSC-Neu в присутствии 
100 и 300 мкМ пероксида водорода в течение 2 ч 
привело к увеличению активности β-галактозидазы 
на 24.2 и 28.1% соответственно.

Для подтверждения релевантности изменения 
активности β-галактозидазы оценивали изменения 
в экспрессии генов белков p16 и p21, которые игра-
ют важную роль в двух ключевых каскадах, ини-
циирующих старение. Используя метод ОТ-ПЦР, 
обнаружили, что инкубация клеток в присутствии 
100 мкМ пероксида водорода в течение 1 ч привела 
к увеличению количества мРНК p16 и p21 в 1.68 
и 2.93 раза соответственно, а в течение 2 ч – в 2.55 
и 6.78 раза соответственно (рис. 1В). Использование 
более высоких концентраций пероксида водоро-
да не вызвало увеличения количества мРНК p16 
или p21, по-видимому, из-за высокой токсично-
сти. В дальнейших экспериментах по моделирова-
нию старения, вызванного окислительным стрес-
сом, мы культивировали MSC-Neu в присутствии 
100 мкМ пероксида водорода в течение 2 ч.

Следующим этапом нашей работы стало изучение 
способности соединения PQ-29 (структурная фор-
мула представлена на рис. 2А) вызывать активацию 
синтеза и накопление шаперонов в нейрональных 
клетках, состарившихся в условиях окислительно-
го стресса. Ранее мы установили способность PQ-
29 индуцировать синтез шаперонов в нейрональ-
ных клетках, однако необходимо было убедиться, 
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что PQ-29 может влиять и на стареющие клетки. 
Мы использовали метод ОТ-ПЦР для оценки коли-
чества мРНК шаперонов в клетках MSC-Neu, соста-
рившихся в условиях окислительного стресса, после 
их культивирования в присутствии PQ-29 в течение 
6 ч. Обнаружено, что экспрессия основных индуци-
бельных шаперонов, т.е. Hsp40, Hsp70 и Hsp90, уве-
личивалась после обработки клеток PQ-29, соста-
рившихся в условиях окислительного стресса. Так, 
использование 8 мкМ PQ-29 вызвало увеличение 
количества мРНК Нsp40 в 1.95 раза, Нsp70 в 1.97 
раза и Нsp90 в 1.82 раза (рис. 2Б). Далее с помо-
щью вестерн-блотинга оценили количество шапе-
ронов в клетках MSC-Neu после их культивирова-
ния в присутствии PQ-29 в течение 24 ч. Показано, 
что использование 8 мкМ PQ-29 привело к увеличе-
нию количества Hsp40 в 1.87 раза, Hsp70 в 1.93 раза 
и Hsp90 в 2.2 раза (рис. 2В,Г). 

Ранее мы установили, что PQ-29 обладает низкой 
цитотоксичностью [13], но нам нужно было убедить-
ся, что его цитотоксичность не увеличится при воз-
действии на клетки, состаренные окислительным 
стрессом. Для этого с помощью метода МТТ опре-
делили величину LC50 PQ-29 для клеток MSC-Neu, 
состаренных под воздействием окислительного 
стресса (рис. 2Д). Обнаружено, что величина LC50 
в таких условиях равна 271.9 мкМ. Таким образом, 
PQ-29 в использованных концентрациях не оказы-
вал существенного цитотоксического эффекта на со-
старенные клетки. 

На заключительном этапе работы изучали спо-
собность PQ-29 предотвращать старение и деграда-
цию нейронов, вызванные окислительным стрессом. 
Стареющие под действием окислительного стресса 
клетки MSC-Neu культивировали с PQ-29 в различ-
ных концентрациях, а затем оценивали активность 
β-галактозидазы (с помощью набора β-Glo) и жиз-
неспособность клеток (окрашивание акридиновым 
оранжевым). Обнаружено, что PQ-29 в концентра-
ции 2 и 8 мкМ предотвращал повышение актив-
ности β-галактозидазы, вызванное окислительным 
стрессом, на 9.4 и 24.3% соответственно (рис. 3А). 
Далее мы проанализировали уровень экспрессии ге-
нов белков p16 и p21 – известных маркеров старе-
ния – в стареющих клетках MSC-Neu в присутствии 
PQ-29. Оказалось, что PQ-29 в концентрации 8 мкМ 
предотвращал увеличение экспрессии p16, вызван-
ное окислительным стрессом, на 78.3% (рис. 3Б, ле-
вая панель). Одновременно PQ-29 в концентрациях 2 
и 8 мкМ предотвращал увеличение экспрессии p21 
на 54.7 и 47.8% (рис. 3Б, правая панель). Наконец, 
с помощью окрашивания акридиновым оранжевым 
мы определили долю клеток, состарившихся из-за 
окислительного стресса, которые перешли в апоп-
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Рис. 1. Пероксид водорода вызывает старение в пере-
программированных человеческих нейронах MSC-Neu. 
А – анализ экспрессии нейрональных маркеров в клет-
ках MSC-DP (до дифференцировки) и MSC-Neu (после 
дифференцировки). В качестве контроля использовали 
мРНК актина. Б – инкубация клеток MSC-Neu в течение 
1 и 2 ч в присутствии пероксида водорода в концен-
трации 100 и 300 мкМ вызывает увеличение активно-
сти β-галактозидазы. В – инкубация клеток MSC-Neu 
в течение 1 и 2 ч в присутствии пероксида водорода 
в концентрации 100 и 300 мкМ вызывает увеличение 
уровней мРНК p16 (верхняя панель) и p21 (нижняя 
панель). Представлены средние значения ± стандарт-
ное отклонение из трех отдельных экспериментов, 
а наблюдаемые различия статистически значимы 
при *p < 0.05 (тест Манна–Уитни)
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тоз или некроз, и прояснили способность PQ-29 
предотвращать гибель клеток. Показано, что PQ-29 
в концентрации 2 и 8 мкМ предотвращал развитие 
как некроза, так и апоптоза нейрональных клеток. 
При этом доля некротических клеток снизилась 
с 19.6 до 17.1 и 12.2% (при использовании PQ-29 
в концентрациях 2 и 8 мкМ соответственно), а доля 
апоптотических клеток – с 25.6 до 11.4 и 5.8% (при 
использовании 2 и 8 мкМ PQ-29 соответственно). 
Таким образом, применение PQ-29 в концентрации 
2 и 8 мкМ приводило к увеличению доли наивных 
клеток с 54.7 до 71.5 и 82% соответственно (рис. 3В). 
Эти данные свидетельствуют о том, что PQ-29 спо-
собен предотвращать клеточное старение, вызванное 
окислительным стрессом.

ОБСУЖДЕНИЕ
Хорошо известно, что окислительный стресс – один 
из распространенных молекулярных механизмов, 
отсутствие адекватного ответа антиоксидантных 
систем клеток на который приводит к развитию 
разных патологий. Отчасти это связано с неспособ-
ностью систем белкового гомеостаза справляться 
с возрастающим количеством поврежденных или му-
тантных белков [20]. Другим механизмом негативного 
влияния окислительного стресса является запуск не-
обратимых процессов нарушения клеточного цикла 
и клеточной физиологии, приводящих к старению. 
Одним из способов защиты клеток, в том числе ней-
рональных, испытывающих окислительный стресс, 
помимо антиоксидантов является использование ин-

Рис. 2. PQ-29 увеличивает количество шаперонов в MSC-Neu при окислительном стрессе в нетоксичных дозиров-
ках. А – структурная формула PQ-29. Б – экспрессия шаперонов в клетках MSC-Neu после инкубации с PQ-29 
в течение 6 ч. В – вестерн-блот-анализ содержания Hsp90, Hsp70 и Hsp40 в лизатах клеток MSC-Neu, инкубиро-
ванных с PQ-29 в указанных концентрациях в течение 24 ч. В качестве контроля нагрузки использовали тубулин. 
Представлены репрезентативные изображения. Г – соотношение интенсивностей полос Hsp90, Hsp70 и Hsp40 
и тубулина, нормализованные по отношению к контрольным клеткам. Д – определение LC

50
 для PQ-29 при воз-

действии на культуру клеток MSC-Neu в условиях окислительного стресса. Приведены средние значения ± стан-
дартное отклонение, вычисленные по результатам трех экспериментов, наблюдаемые различия статистически 
значимы при *p< 0.05 (тест Манна–Уитни)
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дукторов синтеза шаперонов, способных повышать 
устойчивость нейронов к окислительному стрессу 
(рис. 4). Аналогичные работы проводились и ранее. 
Например, показано, что индуктор синтеза шаперо-
нов U133 повышает устойчивость клеток глиобласто-
мы крысы С6 к воздействию АФК [17]. Более того, 
активация синтеза шаперонов снижает протеотокси-
ческую нагрузку на клетки, вызванную окислитель-
ным стрессом [21].

С другой стороны, помимо снижения вызванной 
окислительным стрессом «острой» токсичности – 
окисления белков и липидов и активации апопто-
за – важным фактором, оказывающим влияние 
на функционирование нейронов, являются отсро-
ченные негативные процессы, в том числе запуск 
механизмов старения. Известно, что шапероны 
предотвращают активацию старения через сиг-
нальные пути p53/p21 и Rb/p16 [2], однако иссле-
дования, в которых показана эта регуляция, прове-
дены на опухолевых клетках и не могут считаться 
в полной мере релевантными в контексте нейроде-
генеративных процессов. Более того, по мере про-
грессирования патологий различного генеза, 
как правило, наблюдается снижение экспрессии ша-
перонов в нейрональных клетках; в частности, этот 

феномен установлен при черепно-мозговой травме, 
инсульте и болезни Альцгеймера. 

Индукторы синтеза шаперонов давно и успешно 
изучаются в качестве перспективных нейропротек-
торных препаратов, в настоящее время один из ин-
дукторов шаперонов – Аримокломол – проходит кли-
нические испытания [22]. Однако данные о возможном 
влиянии индукторов на процесс старения отсутству-
ют. В данной работе соединение PQ-29 предложено 
в качестве агента, способного активировать синтез 
ключевых шаперонов Hsp70 и Hsp90, а также кошапе-
рона Hsp40. Использование PQ-29 позволило не толь-
ко остановить отсроченный цитотоксический эффект 
окислительного стресса, но и предотвратить инициа-
цию старения нейрональных клеток под воздействием 
АФК. Отдельно отметим, что параметр LC50 для PQ-29 
при воздействии на старые нейроны оказался ниже, 
чем при воздействии на нейроны, не подверженные 
окислительному стрессу: 271 против 494 мкМ [10]. Это 
свидетельствует о том, что устойчивость клеток, ста-
реющих под действием окислительного стресса, сни-
жается из-за воздействия химических агентов.

Ранее мы синтезировали некоторые соединения 
пирролилазина (в том числе PQ-29) и установили их 
способность индуцировать синтез белков теплового 

Рис. 3. PQ-29 предотвращает старение, вызванное окис-
лительным стрессом, в клетках MSC-Neu. A – активность 
β-галактозидазы в клетках MSC-Neu через 24 ч культивиро-
вания в присутствии PQ-29 и индукция старения пероксидом 
водорода. Результаты получены с использованием набора 
для анализа активности β-галактозидазы млекопитающих. 
Б – экспрессия p16 (левая панель) и p21 (правая панель) в клет-
ках MSC-Neu через 24 ч культивирования в присутствии PQ-29 
и индукция старения пероксидом водорода. В – результат 
окрашивания акридиновым оранжевым. Измеряли долю жи-
вых, апоптотических и некротических клеток MSC-Neu после 
24 ч культивирования в присутствии PQ-29, а также индукцию 
старения пероксидом водорода. Представлены средние зна-
чения ± стандартное отклонение, полученные из результатов 
трех экспериментов, различия считали статистически значимы-
ми при *p < 0.05 (тест Манна–Уитни)
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Рис. 4. Иллюстрация 
принципа действия 
низкомолекулярных 
индукторов синтеза 
шаперонов для за-
щиты нейрональных 
клеток от окисли-
тельного стресса

Шапероны

PQ-29

Стареющие клетки

АФК

АФК

АФК

АФК

Выживание

Апоптоз
Некроз

шока и оказывать защитное действие на нейроны 
при болезни Альцгеймера или после черепно-моз-
говой травмы [11, 13, 23]. Кроме того, подтвержде-
на способность производных пирролилазина инду-
цировать синтез шаперона Hsp70 как в молодых, 
так и в старых перепрограммированных нейронах 
человека MSCWJ-Neu. В представленном исследо-
вании установлена способность производного пир-
ролилазина PQ-29 предотвращать развитие старе-
ния, вызванного окислительным стрессом (рис. 4). 
В совокупности эти данные позволяют утверждать, 

что подобные соединения обладают выраженной 
нейропротекторной активностью. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда, проект 

№ 23-74-10117 и проект № 22-13-00298  
(синтез и очистка соединения PQ-29).
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РЕФЕРАТ Митоген-активируемые протеинкиназы ERK1/2 (MAPK3/1) играют ключевую роль в регу-
ляции клеточного роста, дифференцировки и апоптоза. Ранее мы представили данные, свидетель-
ствующие о том, что активация путей ERK1/2 в опухолевых клетках, связанная с применением тера-
певтических препаратов, приводит к избыточной экспрессии рецепторов факторов роста и развитию 
лекарственной резистентности. Недавно нами была предложена новая биоинформатическая методика, 
которая позволяет конструировать молекулярные пути на основе интерактомных сетей интересующих 
генных продуктов, а также количественно оценивать уровни их активации, используя данные генной 
экспрессии. В представленной работе впервые алгоритмически сконструированы молекулярные пути 
ERK1/2 и на основании транскриптомных данных рассмотрена связь уровней их активации с выжи-
ваемостью и ответом на таргетные препараты на уровне панопухолей. С целью оценки выживаемости 
и клинического ответа пациентов на 29 схем химио- и таргетной терапии изучены профили 11287 
образцов 31 типа опухолей человека и 53 набора данных, ранее опубликованных нами или взятых 
из других источников. Обнаружено, что активация путей ERK1/2 имеет различную прогностическую 
значимость в зависимости от типа опухоли. При глиобластоме, саркоме, раке легкого, почки, моче-
вого пузыря, желудка, толстой кишки и некоторых других типах опухолей активация путей ERK 
ассоциировалась с низким уровнем выживаемости. При этом она была связана с лучшей выживае-
мостью при раке молочной железы (типы HER2+, люминальный А и люминальный В) и тела матки. 
Полученные данные согласуются с результатами анализа ответа на терапию. В то же время обнару-
жены существенно более слабые связи с экспрессией отдельных генов – MAPK1 и MAPK3. Таким об-
разом, уровни активации путей ERK1/2 могут рассматриваться в качестве потенциальных биомаркеров 
для прогнозирования клинических исходов и подбора новых персонализированных стратегий лечения, 
таких как применение ингибиторов МАПК.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ERK1 (MAPK3), ERK2 (MAPK1), экспрессия генов при раке, активация молекулярных 
путей ERK при онкогенезе, биомаркеры выживаемости при раке. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЗНО – злокачественное новообразование; МАПК – митоген-активируемая про-
теинкиназа; УАМП – уровень активации молекулярного пути; ОСН – отношение «случай/норма»; РАР – 
роль в качестве активатора или репрессора; ОВ – общая выживаемость; ВБП – выживаемость без про-
грессирования; ОР – отношение рисков.
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ВВЕДЕНИЕ
Злокачественные новообразования (ЗНО) – вторая 
по частоте причина смертности на глобальном уров-
не после сердечно-сосудистых заболеваний. По дан-
ным ВОЗ, в 2020 г. зарегистрировано 19.3 млн новых 
случаев ЗНО и 10 млн смертей от них, что соста-
вило приблизительно 16% от общей смертности 
в мировом масштабе [1]. Статистика демонстрирует 
непрерывный рост заболеваемости ЗНО на протя-
жении последних двух десятилетий. Согласно про-
гнозам, к 2040 г. количество заболевших достигнет 
28.4 млн человек, что на 47% превышает уровень 
2020 г. [2]. Эти тенденции подчеркивают необходи-
мость усиления профилактики, ранней диагностики 
и эффективных стратегий лечения ЗНО.

Несмотря на достижения медицины в области 
диагностики и лечения ЗНО, включая повышение 
доступности таргетной терапии, ее эффективность 
остается ограниченной. В ряде случаев прогресси-
рующие опухоли или целые виды ЗНО плохо от-
вечают на клинически одобренные химиотерапев-
тические и таргетные препараты [3]. В то же время 
иногда, напротив, наблюдаются случаи успешного 
индивидуального ответа на препараты или их ком-
бинации, не включенные в стандартные схемы [3]. 
Одной из причин этого является сложность моле-
кулярных механизмов, активных в ЗНО, что за-
трудняет разработку эффективных универсальных 
стратегий лечения. Поэтому особое внимание при-
влекают ключевые молекулярные пути, регулиру-
ющие основные клеточные процессы в онкогенезе. 
В частности, такие сигнальные каскады, как EGFR, 
PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK и JAK/STAT, 
играют ключевую роль в регуляции клеточного ро-
ста и деления. Однако их сложное взаимодействие 
и наличие параллельных сигнальных путей затруд-
няют разработку эффективных стратегий таргетной 
терапии. Кроме того, аномальная регуляция данных 
путей часто связана с развитием резистентности 
к терапии и с прогрессированием опухолевого роста 
[4–6]. 

Особый интерес представляют митоген-акти-
вируемые протеинкиназы (МАПК) ERK1 и ERK2 
(кодируемые генами MAPK3 и MAPK1 соответ-
ственно), которые активируются в ответ на стиму-
ляцию сигнального каскада RAS-RAF-MEK-ERK, 
играющего ключевую роль в росте и пролифера-
ции опухолевых клеток. Этот путь тесно связан 
с прогрессированием и метастазированием раз-
ных типов ЗНО человека. Активирующие мутации 
в генах вышележащих рецепторных тирозинкиназ 
или в генах, кодирующих белки RAS, RAF, MEK 
и ERK, могут приводить к аберрантной активации 
ERK1/2 и в совокупности составляют наиболее ча-

стую группу мутаций в опухолевых клетках чело-
века. Считается, что от 30 до 96% всех опухолей 
характеризуются гиперактивацией этого сигнально-
го каскада [7]. Являясь нижестоящим компонентом 
этой сигнальной оси, ERK1/2 может гиперактиви-
роваться из-за неконтролируемой активации генов 
рецепторных тирозинкиназ или приводящих к бес-
контрольной активации мутаций RAS, RAF и MEK 
[8]. Специфические ингибиторы белков EGFR, BRAF, 
KRAS и MEK включены в многочисленные стан-
дарты противоопухолевой терапии и показали свою 
эффективность при лечении ЗНО с онкогенными 
мутациями в данном каскаде. Однако опухолевые 
клетки часто становятся устойчивыми к таким ин-
гибиторам, и одной из причин резистентности счи-
тается реактивация ERK под действием параллель-
ных регуляторных процессов [8, 9]. 

Онкогенная активность белков ERK1/2 осущест-
вляется посредством аномального фосфорилиро-
вания многочисленных субстратов, что приводит 
к нарушению регуляции различных биологиче-
ских процессов, связанных с развитием опухоли. 
Эти процессы включают клеточную пролифера-
цию, дифференцировку, миграцию и ангиогенез [10]. 
Киназы ERK1/2 вовлечены во множество сигналь-
ных путей, они действуют как ключевой узел акти-
вации механизмов выживания опухолевых клеток 
после воздействия блокаторов рецепторных тиро-
зинкиназ и стандартной химиотерапии [9]. 

Таким образом, киназы ERK1/2 представляют со-
бой потенциально перспективные мишени для по-
вышения эффективности противоопухолевых пре-
паратов. В этой связи перспективным может быть 
применение специфических ингибиторов MAПK 
в группах пациентов с гиперактивацией соответ-
ствующих сигнальных путей в опухолях. Одним 
из подходов к выявлению таких пациентов явля-
ется определение уровня экспрессии этих генов. 
Действительно, вариабельность экспрессии генов 
в опухолях разных больных уже давно позволяет 
применять индивидуальный подход к лечению [11]. 
Однако с появлением омиксных технологий стало 
возможным определять экспрессию сразу тысяч ге-
нов и других биомаркеров [12], а ряд инструментов 
для анализа результатов позволяет на основании 
опубликованных данных обобщать их и определять 
сигнальные или биохимические пути, в которых 
участвуют продукты этих генов (функциональное 
обогащение). Однако инструменты функциональ-
ного обогащения (такие, как анализ перепредстав-
ленности, оценка функциональных классов (FCS), 
наиболее часто применяемые в анализе дифферен-
циальной экспрессии генов) не учитывают тот факт, 
что гены действуют в составе сложных молеку-
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лярных сетей и изменения их экспрессии при раке 
могут нарушать регуляцию сразу большого коли-
чества путей. Разные компоненты молекулярного 
пути могут выполнять разные функции, например, 
повышенная экспрессия ингибирующего компонен-
та будет действовать в пользу подавления пути, 
и наоборот. Кроме того, пути могут регулировать-
ся системами положительных и отрицательных об-
ратных связей, которые также оказывают большое 
влияние на биологический результат, к которому 
приводит активация или ингибирование пути [13, 
14]. В связи с этим предложен подход, основанный 
на количественной оценке уровня активации всего 
молекулярного пути, а не отдельных генов, учиты-
вающий архитектуру этого пути и роли отдельных 
продуктов, входящих в его состав, в его активации 
или деактивации, а также создан алгоритм его ав-
томатического подсчета [14]. Классический алго-
ритм подсчета уровня активации молекулярного 
пути (УАМП) заключается в рекурсивной анно-
тации роли активатора/репрессора каждого узла 
в данном пути в зависимости от его молекулярной 
архитектуры и природы каждого взаимодействия 
[14]. УАМП позволяет эффективно преодолевать 
искажения в данных, полученных на разных плат-
формах, и нивелировать батч-эффекты [15]; на ос-
новании значения УАМП можно было отличить 
нормальную ткань от опухолевой [16], а также пред-
сказать ответ на терапию при раке толстой кишки, 
раке почки, раке желудка [17–20]. Помимо класси-
ческого способа подсчета УАМП, недавно предло-
жили другой подход, который заключается в по-
строении архитектуры молекулярного пути как сети 
взаимодействующих молекул вокруг центрального 
узла – центрального гена. Такие пути названы гено-
центрическими, они построены на основании моде-
ли интерактома человека и включают максимальное 
количество взаимодействий, начинающихся в цен-
тральном узле и ведущих к каждому узлу пути. 
УАМП геноцентрических путей показали свою про-
гностическую и диагностическую ценность, а пото-
му могут использоваться в качестве скрининговых, 
прогностических и предиктивных биомаркеров [21, 
22].

В данном исследовании впервые алгоритмически 
сконструированы геноцентрические молекулярные 
пути белков ERK1 и ERK2 на основе интерактом-
ной модели, ранее разработанной в нашей иссле-
довательской группе [21]. Также проведен анализ 
взаимосвязи УАМП, выживаемости и ответа на тар-
гетные препараты для широкого спектра онкопато-
логий.

Обнаружено, что прогностическая значимость 
активации путей ERK1/2 зависит от типа опухо-

ли. При глиобластоме, саркоме, раке легкого, поч-
ки, мочевого пузыря, желудка, толстой кишки 
и некоторых других типах рака активация путей 
ERK ассоциируется с низким уровнем выживае-
мости. При этом она связана с лучшей выживае-
мостью при раке молочной железы (типы HER2+, 
люминальный А и люминальный В) и тела матки. 
Полученные данные согласуются с результатами 
анализа ответа на терапию. В то же время обна-
ружены существенно более слабые связи с экс-
прессией отдельных генов MAPK1 и MAPK3. Таким 
образом, уровни активации путей ERK1/2 могут 
рассматриваться в качестве потенциальных биомар-
керов для прогнозирования клинических исходов 
и подбора новых персонализированных стратегий 
лечения с использованием ингибиторов МАПК.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Наборы транскриптомных данных

Набор данных проекта The Cancer Genome Atlas 
(TCGA). С портала NCI Genomic Data Commons [23, 
24] были загружены данные РНК-секвенирования 
солидных опухолей (прочтения из программы 
STAR) и соответствующих нормальных тканей 
из проекта TCGA, а также связанные с ними мета-
данные с информацией о выживаемости, прогрес-
сировании, применяемой терапии и ответе на те-
рапию; оценивали только первичные образцы 
опухолей тех типов ЗНО, где количество доступ-
ных образцов составляло 100 и более. Кроме того, 
данные из проектов TCGA READ (аденокарцинома 
прямой кишки) и COAD (аденокарцинома толстой 
кишки) были объединены в группу колоректального 
рака; аналогично, данные из проектов KIRC (свет-
локлеточный почечно-клеточный рак) и KIRP (па-
пиллярноклеточный рак почки) были объединены 
в группу почечно-клеточных карцином. Кроме того, 
глиомы и глиобластомы из проектов TCGA-GBM 
и TCGA-LGG были объединены и переклассифи-
цированы в соответствии с обновленной класси-
фикацией ВОЗ согласно отредактированной базе 
Захаровой и соавт. [25]. Набор данных TCGA-BRCA 
по раку молочной железы был разделен на подгруп-
пы в соответствии с подписью PAM50 [26] из-за вы-
сокой гетерогенности опухолей данной локализации. 
Выделено пять молекулярных подтипов: базальный, 
HER2+, люминальный А, люминальный В и нормо-
подобные опухоли молочной железы. Таким обра-
зом, в исследование включено 24 типа ЗНО, охваты-
вающих в общей сложности 8427 образцов (табл. 1). 

Параллельно оценивали данные общей выжива-
емости (ОВ) и выживаемости без прогрессирова-
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ния (ВБП). При возможности для изучения ответа 
на терапию в соответствии с критериями RECIST 
[27] также использовали данные из проекта TCGA 
(табл. 1). В целях обеспечения единообразия и со-
вместимости применяли следующие критерии от-
бора данных из проекта TCGA. Во-первых, в анализ 
включали группы пациентов, получавших одинако-
вый тип терапии, и не менее 20 пациентов с каж-

дым типом ЗНО. Во-вторых, если один и тот же 
пациент получал несколько линий одной и той же 
терапии, то для дальнейшего анализа отбирали наи-
лучший ответ по критериям RECIST. Некоторые па-
циенты проходили до восьми линий терапии, однако 
в анализ включали только ответы на первые 1–3 
линии, поскольку к моменту назначения поздних 
линий терапии молекулярный профиль опухоли мог 

Таблица 1. Общее количество образцов по данным РНК-секвенирования из базы данных TCGA, включенных 
в анализ

Тип опухоли Идентификатор проекта TCGA Количество 
образцов

Количество 
образцов 

с данными 
о выживаемо-
сти (ОВ/ВБП)

Количество 
образцов 

с данными 
по ответу 

на терапию
Астроцитома, мутации в генах IDH. 

Степень злокачественности 2
Часть LGG + GBM (Astrocytoma, 

IDH-mutant. Grade 2) 110 110/110 22

Базальный тип рака молочной железы Часть BRCA (Basal breast cancer) 198 198/198 0
Колоректальный рак COAD + READ (Colorectal cancer) 624 619/624 120

Глиобластома, IDH-дикий тип Часть LGG + GBM (Glioblastoma, 
IDH-wildtype) 206 204/206 24

HER2+ тип рака молочной железы Часть BRCA (HER2+ breast cancer) 124 124/124 0
Люминальный А тип рака молочной 

железы
Часть BRCA (Luminal A breast 

cancer) 230 229/230 0

Люминальный B тип рака молочной 
железы

Часть BRCA (Luminal B breast 
cancer) 515 514/515 0

Почечно-клеточная карцинома KIRP + KIRC (Renal cell 
carcinoma) 823 822/823 15

Уротелиальная карцинома мочевого 
пузыря

BLCA (Urothelial Bladder 
Carcinoma) 406 403/406 92

Плоскоклеточная карцинома шейки 
матки и эндоцервикальная аденокар-

цинома

CESC (Cervical Squamous Cell 
Carcinoma and Endocervical 

Adenocarcinoma)
304 304/304 77

Карцинома пищевода ESCA (Esophageal carcinoma) 184 184/184 32
Плоскоклеточная карцинома головы 

и шеи
HNSC (Head-Neck Squamous Cell 

Carcinoma) 520 518/520 77

Гепатоцеллюлярная карцинома LIHC (Hepatocellular carcinoma) 368 367/368 24
Аденокарцинома легкого LUAD (Lung Adenocarcinoma) 516 507/516 98

Плоскоклеточная карцинома легкого LUSC (Lung Squamous Cell 
Carcinoma) 501 495/501 61

Аденокарцинома поджелудочной 
железы PAAD (Pancreatic Adenocarcinoma) 178 178/178 74

Феохромоцитома и параганглиома PCPG (Pheochromocytoma and 
paraganglioma) 179 179/179 4

Аденокарцинома предстательной 
железы PRAD (Prostate Adenocarcinoma) 497 495/497 40

Саркома SARC (Sarcoma) 259 259/259 58
Меланома кожи SKCM (Skin Cutaneous Melanoma) 103 103/105 14

Аденокарцинома желудка STAD (Stomach Adenocarcinoma) 412 403/412 115
Рак щитовидной железы THCA (Thyroid cancer) 505 505/505 12

Тимома THYM (Thymoma) 120 119/120 3
Эндометриоидная карцинома тела 

матки
UCEC (Uterine Corpus Endometrial 

Carcinoma) 545 544/545 60
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значительно измениться, что делает использование 
ранее полученных транскриптомных данных сомни-
тельным. Наконец, для статистической значимости 
рассматривали только группы ответа по критериям 
RECIST, состоящие как минимум из трех пациен-
тов. В результате в анализ вошли данные об ответе 
на терапию пациентов с 10 типами ЗНО (табл. 2). 

Наборы данных GEO (Gene Expression Omnibus) 
и  TARGET (Tumor Alterations Relevant for 
GEnomics-driven Therapy). Включенные в исследо-
вание наборы данных были отобраны из предыду-
щей коллекции клинически аннотированных данных 
по экспрессии генов, обладающих подтвержденным 
качеством профилей экспрессии [28]. Данные РНК-
секвенирования солидных опухолей (прочтения 
из программы STAR) из проекта TARGET были 
загружены с портала NCI Genomic Data Commons 
[29]. Наборы данных по экспрессии генов на микро-
чипах взяты с портала GEO [30, 31]. Набор данных 
TARGET-AML (острый миелоидный лейкоз) был 
разделен на две части в зависимости от наличия бу-
сульфана и циклофосфамида в терапии. Кроме того, 
в анализ были включены данные из проекта TCGA 
для LGG и UCEC и объединенный набор данных 
для опухоли легкого (LUSC + LUAD), где информа-
ция была извлечена из коллекции Борисова и со-

авт. [28]. Всего 26 дополнительных наборов данных 
по 9 типам ЗНО с общим количеством 2736 образцов 
опухолей (табл. 3). 

Экспериментальные наборы данных. В исследо-
вание были также включены клинически анноти-
рованные наборы данных РНК-секвенирования, 
ранее полученные в нашей лаборатории и опубли-
кованные в других источниках. Результаты лечения, 
когда это было возможно, классифицированы в со-
ответствии с критериями RECIST [27]. Включены 
следующие экспериментальные данные:
1)  пациенты с глиобластомой, проходившие тера-

пию темозоломидом, с аннотированными данными 
о выживаемости без прогрессирования (n = 49) 
[32, 33];

2)  пациенты с опухолью желудка из ранее опубли-
кованного клинического исследования [18], полу-
чавшие рамуцирумаб в качестве монотерапии 
(n = 7), в комбинации с паклитакселом (n = 6) 
или схемой FOLFIRI (n = 2). Оценивали ответ 
на терапию, а также выживаемость без прогрес-
сирования;

3)  пациенты с множественной миеломой (n = 60), 
получавшие комплексную химиотерапию по не-
скольким схемам, каждая из которых включала 
бортезомиб. Регистрировали ответ на терапию [34]. 

Таблица 2. Группы злокачественных опухолей из базы данных TCGA с доступной информацией о результатах 
терапии по шкале RECIST

Тип опухоли Химиотерапия1 Количество пациентов  
в группе ответа2

Астроцитома, мутации в генах IDH. Степень 
злокачественности 2 Темозоломид SD (n=12); R (n=3)

Колоректальный рак 5-фторурацил, лейковорин,  
оксалиплатин NR (n=6); R (n=39)

Глиобластома, IDH-дикий тип Темозоломид SD (n=12); R (n=4)

Уротелиальная карцинома мочевого пузыря Цисплатин, гемцитабин SD (n=4); R (n=33); NR (n=12)

Плоскоклеточная карцинома шейки матки 
и эндоцервикальная аденокарцинома Цисплатин R (n=49); NR (n=6)

Плоскоклеточная карцинома головы и шеи Цисплатин R (n=35); NR (n=3)

Рак щитовидной железы Гемцитабин SD (n=4); R (n=23); NR (n=25)

Саркома Доцетаксел, гемцитабин R (n=12); NR (n=9)

Аденокарцинома желудка 5-фторурацил R (n=17); NR (n=16)

Эндометриоидная карцинома тела матки Паклитаксел, карбоплатин R (n=35); NR (n=5)

1Тип химиотерапии, применяемой в когорте пациентов.
2R – «ответчики» (общее количество пациентов с полным и частичным ответом на терапию по RECIST v1.1);  
NR – «неответчики» (количество пациентов с прогрессирующим заболеванием по RECIST v1.1);  
SD – пациенты со стабилизацией заболевания по классификации RECIST v1.1.
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Таблица 3. Наборы данных, добавленные из коллекции клинически аннотированных профилей экспрессии опухолей

Тип опухоли
Идентифи-
катор набо-
ра данных

Терапия1 Количество 
образцов

Количество 
пациентов, 
ответивших 

и не ответивших 
на терапию, 
согласно [28]2

Рак молочной железы с различными 
гормональными и HER2-статусами GSE18728 Доцетаксел, капецитабин 61 23R, 38NR

Рак молочной железы с различными 
гормональными и HER2-статусами GSE20181 Летрозол 52 37R, 15NR

Рак молочной железы с различными 
гормональными и HER2-статусами GSE20194 Паклитаксел, 5-фторурацил, цикло-

фосфамид, доксорубицин 52 11R, 41NR

Рак молочной железы с различными 
гормональными и HER2-статусами GSE20271 Паклитаксел, 5-фторурацил, адриа-

мицин, циклофосфамид 84 18R, 66NR

Рак молочной железы GSE22358 Доцетаксел, капецитабин 122 116R, 6NR
Рак молочной железы GSE23988 Доцетаксел, капецитабин 61 20R, 41NR

Рак молочной железы с различными 
гормональными и HER2-статусами GSE25066 Неоадъювантная терапия таксанами 

и антрациклинами 508 118R, 389NR

Рак молочной железы GSE32646 Паклитаксел, 5-фторурацил, эпируби-
цин, циклофосфамид 115 27R, 88NR

Рак молочной железы GSE37946 Трастузумаб 50 27R, 23NR

Множественная миелома GSE39754
Винкристин, адриамицин, дексаме-
тазон с последующей аутологичной 
трансплантацией стволовых клеток

136 74R, 62NR

Рак молочной железы с различными 
гормональными и HER2-статусами GSE41998

Неоадъювантная терапия доксо-
рубицином, циклофосфамидом, 

паклитакселом
124 90R, 34NR

Рак молочной железы GSE42822 Доцетаксел, 5-фторурацил, эпируби-
цин, циклофосфамид, капецитабин 91 38R, 53NR

Рак молочной железы с различными 
гормональными и HER2-статусами GSE50948 Паклитаксел, доксорубицин, цикло-

фосфамид, метотрексат, трастузумаб 156 53R, 103NR

Острый миелоидный лейкоз GSE5122 Типифарниб 57 13R, 44NR
Рак молочной железы GSE59515 Летрозол 75 51R, 24NR

Множественная миелома GSE68871 Бортезомиб, талидомид, дексаметазон 118 69R, 49NR
Рак молочной железы GSE76360 Трастузумаб 48 42R, 6NR

Множественная миелома GSE9782 Бортезомиб 169 85R, 84NR
Немелкоклеточный рак легкого (адено-
карцинома легкого + плоскоклеточная 

карцинома легкого + другие типы)
GSE207422* Анти-PD-1 иммунотерапия 24 (8 + 12 

+ 4)  9R, 15NR

В-клеточный острый лимфобластный 
лейкоз TARGET10 Винкристина сульфат, карбоплатин, 

циклофосфамид, доксорубицин 98 30R, 68NR

Детский острый миелоидный лейкоз TARGET20 
_Busulfan

Полихимиотерапия** + бусульфан, 
циклофосфамид 54 31R, 23NR

Детский острый миелоидный лейкоз TARGET20_
NoBusulfan Полихимиотерапия** 142 62R, 80NR

Рак Вильямса (нефробластома) TARGET50 Винкристина сульфат, циклоспорин, 
цитарабин, даунорубицин 122 36R, 86NR

Рак легкого TCGA_LC Паклитаксел, опционально: циспла-
тин/карбоплатин, реолизин 35 22R, 13NR

Глиома низкой степени злокачествен-
ности TCGA_LGG Темозоломид, опционально: 

мибефрадил 131 100R, 31NR

Эндометриоидная аденокарцинома TCGA_
UCEC

Паклитаксел, опционально: циспла-
тин/цисплатин, доксорубицин 52 45R, 7NR

1Тип химиотерапии, таргетной терапии, иммунотерапии или гормональной терапии, применяемой в когорте пациентов. 
2R означает ответивших на лечение, NR – не ответивших.
* Данный набор данных не был аннотирован в [28]. Он включает информацию об ответе пациентов на иммунотерапию 
в соответствии с критериями RECIST, поэтому был добавлен в анализ. 
** Схема полихимиотерапии включала: аспарагиназу, цитарабин, даунорубицина гидрохлорид, этопозид, гемтузумаб 
озогамицин, митоксантрона гидрохлорид. 
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Построение молекулярных путей ERK1/2 и оценка 
уровня активации молекулярных путей (УАМП)
Молекулярные пути ERK1 (MAPK3) и ERK2 
(MAPK1) были алгоритмически реконструированы 
как представлено ранее [21]. Модель интерактома 
человека построена с использованием коллекции 
опубликованных молекулярных путей OncoboxPD 
[35] в качестве базы молекулярных взаимодействий: 
суммарно при построении модели интерактома ис-
пользована архитектура 50178 различных молеку-
лярных путей. Все графы путей были объединены 
на основе перекрывающихся генных продуктов. Все 
включенные гены формируют единую сеть, то есть 
между каждой парой генных продуктов существует 
хотя бы одна неориентированная связь. В резуль-
тате получен направленный граф, в котором в ка-
честве узлов представлены гены или метаболиты, 
а ребер – известные парные молекулярные взаимо-
действия, представленные в коллекции OncoboxPD. 
Модель интерактома визуализирована с помощью 
программы Gephi и алгоритма ForceAtlas2.

Для каждого из белков, ERK1 и ERK2, алгорит-
мически построены геноцентрические молекуляр-
ные пути, включающие центральные узлы (ERK1 
и ERK2 соответственно) и генные продукты с взаи-
модействиями первого порядка с соответствующими 
центральными узлами. Рассматривали следующие 
типы взаимодействий: «активация», «сопряжение», 
«ингибирование», «фосфорилирование», «диссоциа-
ция», «репрессия», «дефосфорилирование», «связы-
вание» и «убиквитинирование».

Уровень активации молекулярного пути (УАМП) – 
это совокупная количественная и качественная ха-
рактеристика изменений в уровне экспрессии генов, 
участвующих в молекулярном пути [36]. Значения 
УАМП рассчитывали следующим образом: 

УАМПp = 100 × ∑n(РАРn,p × lg(ОСНn))/∑n|РАРn,p|,

где УАМПp – уровень активации пути p, ОСНn – от-
ношение экспрессии гена n в исследуемом образце 
к его среднему уровню в контрольной группе, РАР 
– роль (активатора или репрессора), которую дан-
ный генный продукт играет в пути p; РАР может 
принимать следующие значения: 
-1, когда продукт гена n является репрессором 
пути p;
-0.5, когда продукт гена n является скорее репрес-
сором пути p;
0, когда роль продукта гена n в пути p нейтральна, 
неопределенна или неоднозначна;
0.5, когда продукт гена n является скорее активато-
ром пути p;
1, когда продукт гена n является активатором. 

Значения РАР устанавливались алгоритмически 
на основе архитектуры путей и положения цен-
трального узла [14], а значения УАМП рассчитыва-
ли с помощью библиотеки Python «oncoboxlib» [14].

Если данные были загружены в ненормализо-
ванном виде, то нормализацию экспрессии генов 
проводили с использованием метода DeSeq2 [37]. 
В качестве референсного (контрольного) профиля 
экспрессии генов для каждого набора данных ис-
пользовали искусственный профиль, полученный 
путем усреднения всех данных об экспрессии генов 
в исследуемой когорте.

Статистические тесты
Статистический анализ проводили в R, версия 
3.4.2 [38]. Уровни экспрессии центрального гена 
или УАМП были разделены на группы с высоким 
и низким уровнем УАМП/экспрессии гена в зависи-
мости от того, превышает ли данное значение опти-
мальный уровень, соответствующий минимальному 
p-значению log-rank-теста, рассчитанному с исполь-
зованием функций «surv_cutpoint» пакета R «sur-
viminer» [39]. 

Связь с выживаемостью оценивали с использо-
ванием метода Каплана–Мейера и log-rank-теста 
для определения статистической значимости раз-
личий между двумя группами. Отношение рисков 
(ОР) с 95% доверительным интервалом было рассчи-
тано с помощью модели регрессии Кокса для оценки 
различий в выживаемости между сравниваемыми 
группами с использованием пакетов R «survival» 
[40] и «surviminer» [39]. Общую выживаемость (ОВ) 
рассчитывали до даты смерти или до даты послед-
него наблюдения; пациентов, которые были живы 
на момент последнего наблюдения, считали цензу-
рированными. Выживаемость без прогрессирования 
(ВБП) рассчитывали до даты прогрессирования, 
смерти или последнего наблюдения. Выживших па-
циентов, а также пациентов без прогрессирования 
на дату последнего наблюдения считали цензуриро-
ванными. Отношения рисков с p <0.05 и 95% дове-
рительным интервалом, не включающим 1, считали 
статистически значимыми. 

В анализе ответа на терапию, когда в наборе дан-
ных отсутствовали отметки «ответчик» и «неответ-
чик», пациенты с полным ответом и частичным 
ответом по RECIST считались ответчиками, па-
циенты с прогрессирующим заболеванием – неот-
ветчиками, а пациенты со стабильным заболевани-
ем рассматривались отдельно.

Нормальность распределения оценивали с по-
мощью теста Шапиро–Уилка, однородность дис-
персий – тестом Левена. Если число сравниваемых 
групп превышало 2, то в зависимости от выпол-
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нения критериев нормального распределения 
применяли тест ANOVA или Краскела–Уоллиса 
с последующим post-hoc сравнением по критери-
ям Стьюдента или Данна, соответственно, и по-
правкой на множественные сравнения по методам 
Бенджамини–Хохберга или Холма соответственно. 
При сравнении двух групп анализ проводили с ис-
пользованием критериев Стьюдента или Уилкоксона 
в зависимости от нормальности распределения. 
Сравнения между группами осуществляли с ис-
пользованием пакетов R «FSA» [41] и «car» [42]. 

Визуализацию данных выполняли с помощью 
пакетов R «ggplot2» [43] и «ComplexHeatmap» [44]. 
Различия считали статистически значимыми 
при p <0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Алгоритмическая реконструкция 
геноцентрических молекулярных путей ERK1 
и ERK2
Оба пути были реконструированы на основе ранее 
построенной модели интерактома человека, пред-
ставленной в виде графа, включающего 361654 
взаимодействия между 64095 молекулярными 
участниками. Пути включали элементы, которые 

напрямую взаимодействуют с центральным узлом 
(ERK1/MAPK3 или ERK2/MAPK1 соответствен-
но). Аннотация функциональных ролей компо-
нентов путей выполнена алгоритмически соглас-
но [14]. Полученные пути (рис. 1) содержали 447 
и 443 молекулярных участника соответственно. 
Функционально аннотированный список участни-
ков путей приведен в дополнительной табл. 1. 
428 участников данных путей (95.7 и 96.6% соответ-
ственно) были общими, что свидетельствует о высо-
ком уровне их структурного сходства.

Прогностическая значимость активации путей 
ERK1/2 и экспрессии генов для выживаемости 
пациентов на основе наборов данных проекта 
TCGA 
Чтобы определить связь выживаемости пациен-
тов с экспрессией генов MAPK3 и MAPK1, а так-
же с УАМП новых реконструированных путей 
ERK1 и ERK2 были проанализированы данные 
РНК-секвенирования, полученные из репозитория 
TCGA. Нами показано в целом сходное распреде-
ление значений УАМП для путей ERK1 и ERK2 
в разных типах опухолей. На данном этапе, учи-
тывая ключевую роль продуктов генов семейства 
RAS в активации каскада RAS-RAF-MEK-ERK, 

Рис. 1. Схема состава алгоритмически сконструированных молекулярных путей, сосредоточенных вокруг бел-
ков ERK1 (А) и ERK2 (Б). Генные продукты, участвующие в молекулярных путях ERK1 и ERK2, выделены на основе 
модели интерактома человека, включающей 361654 взаимодействия между 64095 молекулярными участниками 
[35]. Красными точками обозначены центральные узлы путей (ERK1 или ERK2), проекции участников пути пока-
заны голубым и зеленым цветом для молекулярных путей ERK1 и ERK2 соответственно. Другие узлы показаны 
серым цветом, остальная часть интерактомного графа показана как фон. Визуализировано с помощью програм-
мы Gephi и алгоритма ForceAtlas2 [35]

А Б
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в анализ дополнительно включили также геноцен-
трический путь KRAS (дополнительный рис. 1А). 
Оказалось, что путь KRAS в большинстве случаев 
имеет более широкое распределение и более низкие 
значения УАМП (за исключением феохромоцито-
мы и параганглиомы, где его медианное значение 
выше), чем пути ERK1/2, однако, в целом тренды 
по вариабельности УАМП по данным молекуляр-
ным путям совпадают (дополнительный рис. 1Б). 
Активация пути KRAS напрямую связана с акти-
вацией ERK1/2, поэтому позволяет оценить взаимо-
действие этих сигнальных путей и выявить разли-
чия в их активности в различных типах опухолей. 
В данном случае при сходных тенденциях в зна-
чениях УАМП всех трех путей внутри различных 
типов опухолей более низкие УАМП пути KRAS 
могут свидетельствовать о том, что активация ERK-
путей в этих опухолях может происходить посред-
ством альтернативных механизмов, не связанных 
напрямую с активностью KRAS.

На следующем этапе пациенты с каждым типом 
ЗНО и каждым предполагаемым биомаркером были 
разделены на две группы в зависимости от того, 

превышает ли значение УАМП или экспрессии гена 
оптимальную точку отсечения или находится ниже 
ее. Выживаемость оценивали с использованием 
метода Каплана–Мейера, а статистическую значи-
мость различий между двумя группами определяли 
с помощью log-rank-теста. Кроме того, вычисляли 
коэффициент отношения рисков (ОР) и его 95% до-
верительный интервал. Данные были сгруппирова-
ны в соответствии со значением ОР и его стати-
стической значимостью, а результаты представлены 
в виде тепловой карты с иерархической кластери-
зацией (рис. 2). 

В данных по общей выживаемости (ОВ) для пу-
тей ERK1/2 различные типы ЗНО кластеризовались 
по-разному на основе значений ОР (рис. 2А). Оба 
пути демонстрировали общие тенденции. В част-
ности, в глиобластомах, опухолях почки, подже-
лудочной железы, желудка, мочевого пузыря, 
в аденокарциноме легкого и плоскоклеточной кар-
циноме легкого активация обоих молекулярных пу-
тей ERK1/2 была связана со значительным сниже-
нием общей выживаемости. В противоположность 
этому, в группе пол-специфичных опухолей (под-
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Рис. 2. Тепловая карта значений отношения рисков, рассчитанных для активации молекулярных путей ERK1 
и ERK2 на основе данных TCGA по общей выживаемости (ОВ) (А) и выживаемости без прогрессирования (ВБП) 
(Б). ОР – отношение рисков, * – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.001
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типы рака молочной железы и эндометриоидная 
карцинома тела матки) активация обоих путей была 
положительным прогностическим биомаркером ОВ 
(рис. 2А). Интересно отметить противоположные 
тенденции прогностической значимости активации 
путей ERK1 и ERK2 при саркоме и раке щитовид-
ной железы. Поскольку данные пути обладают вы-
соким сходством, различия в прогнозе могут быть 
обусловлены разными значениями показателя РАР, 
который также учитывается при расчете УАМП 
и обозначает функциональную роль продукта дан-
ного гена в изучаемом пути (дополнительный 
рис. 2, дополнительная табл. 1).

Данные по выживаемости без прогрессирования 
(ВБП) в целом подтвердили наблюдения, получен-
ные для общей выживаемости (рис. 2Б). Активация 
пути ERK1/2 вновь оказалась отрицательным био-
маркером ВБП пациентов с глиобластомой, адено-
карциномой почки, поджелудочной железы, же-
лудка, мочевого пузыря, аденокарциномой легкого 
и плоскоклеточной карциномой легкого. Кроме того, 
она также была отрицательным биомаркером ВБП 
(но не ОВ) при саркоме, раке щитовидной железы 

и колоректальном раке. Как и в случае ОВ, акти-
вация путей ERK1/2 была положительным био-
маркером для нескольких подтипов рака молочной 
железы и эндометриоидной карциномы тела мат-
ки. Кроме того (в отличие от ОВ), она также оказа-
лась положительным биомаркером для рака головы 
и шеи, печени и предстательной железы (рис. 2Б). 

Параллельно был проведен аналогичный анализ 
уровней экспрессии соответствующих централь-
ных генов исследуемых путей – MAPK3 и MAPK1 
(рис. 3). На уровне отдельных генов оба гена проде-
монстрировали общую тенденцию только в случае 
карциномы мочевого пузыря (были отрицательными 
биомаркерами) как для ОВ, так и ВБП.

Затем были усреднены значения ОР данных ОВ 
и ВБП для анализа УАМП и экспрессии отдельных 
генов (рис. 4). При усреднении ОР по УАМП на-
блюдалось четкое разделение типов ЗНО на два 
кластера (рис. 4А), в то время как анализ уров-
ней экспрессии отдельных генов не выявил четкой 
кластеризации (рис. 4Б). Таким образом, анализ 
активации путей ERK1/2 привел к получению бо-
лее последовательных и устойчивых результатов, 
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Уротелиальная карцинома мочевого пузыря (n = 406)

Аденокарцинома поджелудочной железы (n = 178)

Аденокарцинома желудка (n = 412)

Рис. 3. Тепловая карта значений отношения рисков, рассчитанных для уровней экспрессии отдельных генов ERK1 
и ERK2 на основе данных TCGA по общей выживаемости (ОВ) (А) и выживаемости без прогрессирования (ВБП) 
(Б). ОР – отношение рисков, * – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.001
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чем оценка уровней экспрессии отдельных генов. 
Наблюдаемое явление, вероятно, связано с большей 
стабильностью агрегированных данных экспрессии 
генов на основе путей, что теоретически и экспери-
ментально подтверждено в предыдущих исследова-
ниях [3, 15, 22].

Также был рассчитан процент типов ЗНО, 
при которых отдельные гены (MAPK3 и MAPK1) 
и соответствующие геноцентрические молекуляр-
ные пути могли служить статистически значимыми 
потенциальными прогностическими биомаркера-
ми по наборам данных из проекта TCGA (табл. 4). 
Таким образом, активация молекулярных путей яв-
лялась потенциальным прогностическим биомарке-
ром чаще, чем экспрессия центральных генов соот-
ветствующих путей.

Затем была построена дендрограмма, иллюстри-
рующая структуру полученных кластеров типов 
ЗНО в зависимости от значений ОР, рассчитанных 
для данных активации молекулярных путей (рис. 5).

Дендрограмма демонстрирует два кластера, 
включающих 10 и 12 типов ЗНО, соответственно, 
в пределах которых активация молекулярных путей 

ERK1 и ERK2 имеет схожее прогностическое зна-
чение. В первый кластер из 10 типов ЗНО входят 
рак желудка, поджелудочной железы, легких, по-
чек, мочевого пузыря, щитовидной железы, шейки 
матки, саркома и глиобластома, где активация пу-
тей ERK1/2 является скорее отрицательным про-
гностическим биомаркером (для 90–100% типов ЗНО 
из кластера 1). Во второй кластер включены 12 дру-
гих типов рака, для которых активация данных пу-
тей либо является положительным прогностическим 
биомаркером (HER2+, люминальный А и люминаль-
ный В типы рака молочной железы, рак тела мат-
ки; всего 17–25% типов ЗНО из кластера 2), либо 
не обладает прогностической значимостью (базаль-
ный тип рака молочной железы, гепатоцеллюлярная 
карцинома, меланома и др.; всего ~75% типов ЗНО 
из кластера 2).

Прогностическая значимость активации 
путей ERK1/2 по транскриптомным данным 
из литературных источников
В данном исследовании была изучена прогностиче-
ская значимость уровней активации путей ERK1/2 

A Б
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Рис. 4. Тепловая карта усредненных значений отношения рисков для общей выживаемости (ОВ) и выживаемости 
без прогрессирования (ВБП), рассчитанных для уровней активации молекулярных путей ERK1 и ERK2 (А) и экс-
прессии отдельных генов ERK1 и ERK2 (Б) по данным TCGA. ОР – отношение рисков, * – p <0.05; ** – p < 0.01; 
*** – p < 0.001. Если порядки уровней значимости p-значений различались для данных ОВ и ВБП, указывался 
более низкий уровень значимости
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Таблица 4. Доля типов ЗНО, при которых гены ERK1/2 
и соответствующие им геноцентрические молекуляр-
ные пути могут служить потенциальными прогностиче-
скими биомаркерами на основе данных TCGA 

Тип анализа Тип биомаркера ERK1, % ERK2, %

Молекулярный 
путь

Отрицательный 42 42

Положительный 12.5 8

Отдельный ген
Отрицательный 8 21

Положительный 4 21

и отдельных генов, используя дополнительный на-
бор ранее опубликованных клинически анноти-
рованных профилей экспрессии генов, собранных 
Борисовым и соавт. [28]. На основании опубликован-
ных данных ответ пациентов на терапию оценивали 
в соответствии с критериями RECIST [27]. 

Наш анализ выявил статистически значимые 
различия в значениях УАМП между группами от-
вета для пациентов со следующими видами ЗНО: 
колоректальный рак, саркома, опухоль молочной 
железы, аденокарцинома легкого и множественная 
миелома. 

Примечательно, что результаты изучения ответа 
на терапию для пациентов с колоректальным раком 
(рис. 6А) и саркомой (рис. 6Б) из проекта TCGA 
согласуются с результатами анализа ОР и прогно-
стической значимостью изучаемых молекулярных 
путей для выживаемости пациентов из тех же набо-
ров данных TCGA в более крупной выборке. В обо-
их типах ЗНО пациенты с более низкой активацией 
одного или обоих анализируемых молекулярных пу-
тей продемонстрировали лучший ответ на терапию. 

При этом ранее сообщалось о положительной 
прогностической значимости активации путей 
ERK1/2 при опухоли молочной железы, что было 

Рис. 5. Дендрограм-
ма с кластеризацией 
опухолей по значени-
ям отношения рисков, 
рассчитанных на ос-
нове данных об акти-
вации ERK1- и ERK2-
центрических путей 
с использованием 
профилей экспрессии 
генов из базы данных 
TCGA 
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Астроцитома, мутация в генах IDH. Степень 
злокачественности 2
Колоректальный рак

Карцинома пищевода

Плоскоклеточная карцинома головы и шеи
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Феохромоцитома и параганглиома

Аденокарцинома предстательной железы

Меланома кожи

Тимома
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Рис. 6. Различия в УАМП исследуемых молекулярных путей в зависимости от ответа на терапию: А – комби-
нацией 5-фторурацила, лейковорина и оксалиплатина у пациентов с колоректальным раком из проекта TCGA; 
Б – комбинацией доцетаксела и гемцитабина у пациентов с саркомой из проекта TCGA; В – таксанами и антра-
циклином у пациентов с раком молочной железы из набора данных GSE25066; Г – с таксанами и антрациклином 
у пациентов с раком молочной железы из набора данных GSE20194; Д – с бортезомибом у пациентов с множе-
ственной миеломой из набора данных GSE9782; Е – с иммунотерапией у пациентов с аденокарциномой легко-
го из набора данных GSE207422; Ж – с иммунотерапией у пациентов с плоскоклеточной карциномой легкого 
из набора данных GSE207422; З – с иммунотерапией у пациентов с раком легкого (все гистологические типы) 
из набора данных GSE207422. Результаты анализа ответа по RECIST представлены в виде диаграмм размаха, где 
горизонтальная линия представляет медиану, первый и третий квартили – нижнюю и верхнюю границы прямо-
угольника, минимальные и максимальные наблюдаемые значения обозначены концами вертикальных линий, 
а возможные выбросы показаны отдельными точками. Статистически значимые различия отмечены * с указани-
ем точного p-значения. «О» означает ответивших на лечение, «НО» – не ответивших 
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подтверждено в двух наборах данных экспрессии 
генов у пациентов, получавших комбинированное 
лечение таксанами и антрациклинами: GSE25066 
(паклитаксел, 5-фторурацил, циклофосфамид, док-
сорубицин или эпирубицин в адъювантной и нео-
адъювантной схемах) и GSE20194 (паклитаксел, 
5-фторурацил, циклофосфамид, доксорубицин 
в комбинации в неоадъювантной схеме) (рис. 6В,Г). 

Кроме того, в данном исследовании была рассмо-
трена связь УАМП с ответом на терапию при ЗНО 
крови. Статистически значимые связи были обна-
ружены для набора данных по множественной ми-
еломе у пациентов, получавших монотерапию бор-
тезомибом (GSE9782). Хотя этот тип ЗНО не был 
включен в предыдущий анализ TCGA, получен-
ные результаты позволяют предположить, что ак-
тивация путей ERK1/2 может иметь положитель-
ный прогностический эффект на выживаемость 
(рис. 6Д).

Более того, была изучена связь между УАМП пу-
тей ERK1/2 и ответом на анти-PD1-иммунотерапию 
у пациентов с раком легкого с использованием на-
бора данных GSE207422. Этот набор данных вклю-
чал данные РНК-секвенирования для 24 пациентов 
с опухолью легкого, из которых у 12 была диагно-
стирована плоскоклеточная карцинома легкого, у 8 
– аденокарцинома легкого, а у остальных – другие 
диагнозы. Как для всей выборки, так и для отдель-
ных групп плоскоклеточной карциномы легкого 
и аденокарциномы легкого наблюдалась тенденция 
к тому, что у пациентов, ответивших на иммуно-
терапию, в опухолевых образцах наблюдались бо-
лее высокие значения УАМП для путей ERK1/2 
(рис. 6Е–З). Однако из-за небольшой выборки 
и того, что наблюдаемые различия не достигли ста-
тистической значимости, данное наблюдение требу-
ет повторного анализа на более крупной независи-
мой когорте пациентов. 

Таким образом, анализ наборов клинических 
данных подтвердил, что активация молекулярных 
путей ERK1/2 может быть существенно связана 
с ответом на некоторые типы противоопухолевой 
терапии, например, при опухоли молочной железы, 
колоректальном раке и саркоме.

Прогностическая значимость активации 
путей ERK1/2 по транскриптомным данным 
из экспериментальной базы
Полученные результаты были дополнены данными, 
полученными с использованием ранее опубликован-
ных нашей исследовательской группой собственных 
наборов данных экспрессии генов для онкологиче-
ских пациентов, аннотированных с учетом ответа 
на терапию. В данном исследовании рассматри-

вались три клинические выборки: глиобластома 
(n = 49), опухоль желудка (n = 15) и множествен-
ная миелома (n = 60), получавшие противоопухоле-
вую терапию. Ответ на терапию оценивался либо 
только по ВБП (глиобластома), либо только по кри-
териям RECIST (множественная миелома), либо 
как по ВБП, так и по критериям RECIST (опухоль 
желудка). 

Анализ данных ВБП выявил резко отрицатель-
ный прогноз при активации ERK1/2 в ответ на тера-
пию темозоломидом при глиобластоме и отсутствие 
значимой связи при таргетной терапии рамуциру-
мабом пациентов с раком желудка (рис. 7). Также 
не было обнаружено статистически значимых раз-
личий в активации путей ERK1/2 между пациента-
ми, ответившими на терапию по критериям RECIST 
и не ответившими на нее. 

В наборе данных по множественной миеломе так-
же не было обнаружено статистически значимых 
различий в значениях УАМП путей ERK1/2 между 
пациентами вне зависимости от ответа на терапию, 
содержащую бортезомиб.

ОБСУЖДЕНИЕ
В данном исследовании были впервые алгоритмиче-
ски реконструированы молекулярные пути для ре-
гуляторных протеинкиназ ERK1 и ERK2 с помощью 
модели интерактома. Затем была изучена связь 

Глиобластома (n = 49), терапия: 
темозоломид

Аденокарцинома желудка  
(n = 15), терапия: рамуцирумаб

ER
K

1 

ER
K

2

ОР

Рис. 7. Тепловая карта значений отношения рисков, 
рассчитанных для активации молекулярных путей 
ERK1 и ERK2 на основе активации молекулярных 
путей в зависимости от ответа на противоопухоле-
вую химиотерапию по показателю выживаемости 
без прогрессирования (ВБП). ОР – отношение рисков, 
*** – p < 0.001
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уровней активации данных путей с имеющимися 
данными о выживаемости пациентов и чувствитель-
ности к различным терапевтическим стратегиям 
для разных типов ЗНО. 

Полученные результаты позволяют разделить 
типы ЗНО на три класса, в которых активация пу-
тей ERK1/2 может служить как отрицательным, 
так и положительным прогностическим биомар-
кером или не иметь статистической значимости. 
В частности, к первому классу относятся рак же-
лудка, два различных гистологических типа опу-
холи легкого, глиобластома, саркома, рак почки 
и некоторые другие виды ЗНО (рис. 4). Наши ре-
зультаты также согласуются с литературными дан-
ными: например, экспериментальная связь между 
активацией ERK и отрицательным прогнозом из-
вестна для опухоли желудка [45, 46], аденокарци-
номы почки, мочевого пузыря и легкого [47]. Было 
продемонстрировано, что для глиобластом ангиоген-
ные факторы и рецепторы играют одну из ключе-
вых ролей в их развитии, в частности, активируя 
каскад RAS-RAF-MEK-ERK и способствуя проли-
ферации, миграции и выживанию злокачественных 
клеток [48]. В данном исследовании активация пути 
ERK ассоциировалась с более низким показателем 
ВБП для пациентов с глиобластомой после терапии 
алкилирующим агентом темозоломидом. Таким об-
разом, активация пути ERK1/2 при глиобластоме 
потенциально может быть не только прогностиче-
ским биомаркером выживаемости, но и биомаркером 
ответа на данный вид терапии. 

Ко второму классу относятся те виды ЗНО, 
при которых активация ERK1/2 являлась положи-
тельным прогностическим биомаркером (HER2+, 
люминальный A и люминальный B типы рака мо-
лочной железы и рак тела матки). Ранее было до-
казано, что активация ERK1 ассоциируется с луч-
шим прогнозом для пациентов с раком молочной 
железы, поскольку приводит к блокаде сигнального 
пути Hippo и одной из его последующих мишеней – 
белка YAP1; однако в том же исследовании актива-
ция ERK2 была связана с отрицательным прогнозом 
[49]. При этом недавно было продемонстрировано, 
что HER2+ тип опухоли молочной железы устойчив 
к таргетной терапии при низкой активности киназ 
ERK1/2, а высокая активность киназ является про-
гностическим биомаркером чувствительности опухо-

ли к терапии [50]. Это соответствует нашим резуль-
татам, где также была обнаружена положительная 
связь между активацией пути ERK1/2 и чувстви-
тельностью опухоли молочной железы к таксанам 
и антрациклинам, тогда как экспрессия отдельных 
соответствующих центральных генов этих путей яв-
лялась гораздо менее точным биомаркером.

Для третьего класса, включающего базальный 
тип рака молочной железы, гепатоцеллюлярную 
карциному, меланому и некоторые другие виды 
ЗНО, не удалось выявить статистически значимой 
связи с активацией пути ERK1/2 в качестве прогно-
стического биомаркера. Мы считаем, что в совокуп-
ности полученные результаты могут быть полезны 
для учета клинически значимых изменений внутри-
клеточной сигнализации в ЗНО и для разработки 
комбинированных методов терапии опухолей, кото-
рые могут включать таргетные ингибиторы ERK1/2. 
Также целесообразно разработать адекватные мо-
дели для тестирования различных комбинаций пре-
паратов, поскольку активация путей ERK1/2 может 
оказывать разнонаправленное влияние на результат 
терапии различных типов ЗНО человека.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данном исследовании мы показали, что уровень 
активации алгоритмически реконструированных 
сигнальных путей ERK1/2 может быть эффектив-
ным прогностическим биомаркером ЗНО, при этом 
его прогностическая значимость сильно зависит 
от типа ЗНО и вида терапии. 

Построение геноцентрических молекулярных 
путей выполнено при финансовой поддержке 
проекта «Digital technologies for quantitative 

medicine solutions» FSMG-2021-0006 (соглашение 
№ 075-03-2024-117 от 17.01.2024 г.). 

Дифференциальный анализ молекулярных путей 
и данных об экспрессии генов, а также их связи 

с клиническими исходами у онкологических 
пациентов поддержаны Российским научным 

фондом (грант № 22-14-00074).

Приложения доступны на сайте 
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27497.
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РЕФЕРАТ Несмотря на активное исследование иммуногенности вакцин против COVID-19, введенных 
в клиническую практику, сохраняется дефицит данных о показателях поствакцинального иммунитета, 
особенно на длительных сроках наблюдения. В данной работе впервые представлены показатели гумо-
рального иммунитета, определенные в рамках открытого клинического исследования 1–2 фазы вакци-
ны «Спутник Лайт», включая поздние сроки наблюдения (90 и 180 дни). Для наиболее точной оценки 
параметров гуморального поствакцинального иммунитета (титр и индекс авидности антигенспецифи-
ческих антител против RBD-домена SARS-CoV-2) проведен дополнительный анализ, позволивший 
отобрать добровольцев с иммунитетом, сформированным только в ответ на проведенную вакцинацию, 
выделив также две группы добровольцев с гибридным иммунитетом: инфицированных SARS-CoV-2 
до и после вакцинации. Полученные результаты свидетельствуют о сохранении (сероконверсия 73%) 
и созревании гуморального иммунитета у добровольцев через 180 дней после однократной вакцинации 
«Спутник Лайт». Естественная иммунизация в результате инфекции SARS-CoV-2 приводит к выражен-
ному изменению регистрируемых показателей поствакцинального иммунитета.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА COVID-19, SARS-CoV-2, вакцины, «Спутник Лайт», поствакцинальный иммунитет, 
созревание сыворотки, гибридный иммунитет.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ Ad26 – дефектный по репликации рекомбинантный аденовирус человека серо-
типа 26; IgG – иммуноглобулин класса G; IgM – иммуноглобулин класса М; OD – оптическая плотность; 
RBD – рецепторсвязывающий домен; ВИЧ – вирус иммунодефицита человека; КИ – клиническое ис-
следование; ИФА – иммуноферментный анализ; КП – коэффициент позитивности; ПЦР – полимераз-
ная цепная реакция; СГТ – средний геометрический титр; ТМБ – тетраметилбензидин. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Пандемия COVID-19 в 2019 году, вызванная вне-
запным распространением нового вида коронави-
руса, получившего название SARS-CoV-2, оказала 
существенное влияние на национальные системы 
здравоохранения [1]. В короткие сроки была раз-
вернута масштабная разработка средств специ-
фической терапии и профилактики COVID-19. 
Согласно отчету Всемирной организации здраво-
охранения (ВОЗ) за 3 года проведено более 180 
клинических исследований, в результате которых 
50 вакцин получили разрешение на применение 
в разных странах [2]. 

 После введения вакцин в клиническую прак-
тику необходимо продолжение исследований, на-
правленных на определение их иммуногенности. 
Получаемые при этом данные нужны не только 
для детализации принципов функционирования 
иммунной системы человека в целом, но и для того, 
чтобы определить, а также сравнить иммуно-
генность современных вакцин против COVID-19 
как в краткосрочной, так и в долгосрочной пер-
спективе. При этом следует отметить сложность 
проведения и анализа результатов долгосрочных 
клинических исследований. Примером может стать 
противоречивость результатов длительных клини-
ческих исследований вакцины, созданной на плат-
форме дефектного по репликации рекомбинантного 
аденовируса человека серотипа 26 (Ad26) – Ad26.
COV2.S (Janssen Vaccines). Сравнивая показатели 
гуморального иммунного ответа между пиковыми 
значениями на 4-й неделе и через 8 месяцев после 
однократного введения вакцины Ad26.COV2.S, A.Y. 
Collier и соавт. регистрировали повышение титров 
вирус-нейтрализующих антител (со среднего геоме-
трического титра (СГТ) 1 : 146 до 1 : 629) при сни-
жении титра IgG-антител против рецепторсвязыва-
ющего домена (RBD) поверхностного гликопротеина 
S SARS-CoV-2 (с 1 : 1361 до 1 : 843) [3]. В другой 
работе, напротив, зарегистрировано повышение 
анти-RBD IgG-антител (с 1 : 645 на 29 день до 1 : 
1306 на 239 день исследования) совместно со сни-
жением титра нейтрализующих псевдотипирован-
ные вирусные частицы антител (с 1 : 272 до 1 : 192) 
через 8 месяцев после однократной иммунизации 
Ad26.COV2.S [4]. Наконец, результаты третьего 
длительного клинического исследования показали 
снижение титра нейтрализующих псевдотипиро-
ванные вирусные частицы антител (с СГТ 1 : 105 
до 1 : 41) со статистически незначимым снижением 
титра анти-RBD IgG-антител (с СГТ 1 : 20447 до 1 : 
15379) у однократно вакцинированных Ad26.COV2.S 
добровольцев в период между 1.5 и 6 месяцами на-
блюдения [5]. 

Причиной подобной разницы в результатах мо-
жет быть влияние незарегистрированной инфек-
ции COVID-19 в поствакцинальный период, кото-
рая, как известно, способна значительно изменить 
параметры напряженности иммунного ответа [6, 7]. 
Поскольку все вакцины, зарегистрированные на се-
годняшний день, не обеспечивают 100% защиты 
от заражения SARS-CoV-2, очевидно, что длитель-
ность клинического исследования пропорциональна 
риску инфицирования коронавирусом [8]. В долго-
срочном исследовании невозможно изолировать 
добровольцев на все время наблюдения. Поэтому 
при анализе результатов крайне важно отделить 
инфицированных добровольцев от неинфициро-
ванных SARS-CoV-2 в поствакцинальный период. 
Дополнительные сложности также могут возник-
нуть при включении небольшого числа доброволь-
цев в исследование. В этой ситуации объем выборки 
неинфицированных SARS-CoV-2 индивидов может 
быть недостаточным для получения статистически 
значимых результатов.

Ранее нами были представлены результаты без-
опасности, реактогенности и иммуногенности вак-
цины «Спутник Лайт», созданной на основе Ad26-
вектора, содержащего ген полноразмерного белка 
S SARS-CoV-2, до 42 дня наблюдения [9]. В новой 
работе предстояло определить изменение показа-
телей гуморального поствакцинального иммуните-
та на длительных сроках (90 и 180 дни) у вакци-
нированных добровольцев. Для получения данных 
о собственной иммуногенности вакцины мы прове-
ли дополнительный анализ сывороток добровольцев 
(определение антител против N-белка SARS-CoV-2 
на всем протяжении исследования), выделив груп-
пу из 59 индивидов, не инфицированных вирусом 
SARS-CoV-2 до вакцинации и на всем протяжении 
клинического исследования. 

Представленные результаты позволяют опре-
делить собственную иммуногенность вакцины 
«Спутник Лайт» на длительных сроках, а также 
сравнить эволюцию реакций поствакцинального гу-
морального иммунитета с двумя группами добро-
вольцев с гибридным иммунитетом: инфицирован-
ных SARS-CoV-2 до (группа 2) или после (группа 3) 
вакцинации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Дизайн клинического исследования и процедуры
Клиническое исследование 1–2 фазы «Открытое 
исследование безопасности, переносимости и им-
муногенности лекарственного препарата “Спутник 
Лайт” в профилактике коронавирусной инфек-
ции, вызываемой вирусом SARS-CoV-2» (Протокол 
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№ 06-Спутник Лайт-2020) проводилось в 2020 
году на базе одного медицинского учреждения 
«Эко-безопасность» (Санкт-Петербург, Россия). 
Исследование получило разрешение локального 
этического комитета и проведено на основании раз-
решения Министерства здравоохранения РФ. Номер 
регистрации в ClinicalTrials.gov – NCT04713488. 

Процедура скрининга начиналась с момента по-
лучения письменного информированного согласия 
и длилась не более 7 дней до момента включения 
в исследование.

В результате проведенного скрининга из 150 
добровольцев в исследование было включено 110 
без предварительной рандомизации и стратифика-
ции. Все участники КИ удовлетворяли следующим 
требованиям: наличие информированного согласия 
добровольца на участие в исследовании; возраст 
старше 18 лет; отсутствие хронических инфекци-
онных (ВИЧ, гепатиты В и С, сифилис) и онколо-
гических заболеваний, не вакцинированные против 
COVID-19 любыми другими препаратами, отсут-
ствие терапии иммуноглобулинами и иммуносу-
прессивными препаратами за 30 дней до включения 
в исследование; отсутствие COVID-19, подтверж-
денное отрицательным результатом ПЦР-теста 
на наличие РНК SARS-CoV-2 на скрининге (набор 
Интифика Алкор-Био, Россия) и отрицательным ре-
зультатом анализа на наличие антител IgM и IgG 
к SARS-CoV-2 методом полуколичественного имму-
ноферментного анализа (набор Mindray, КНР); от-
сутствие в анамнезе сведений о перенесенном ранее 
COVID-19. 

После процедуры скрининга было организовано 
шесть амбулаторных визитов (1, 10, 28, 42, 90, 180 
дни после вакцинации) со сдачей крови. На первом 
визите (1 день) проводилось однократное внутримы-
шечное введение вакцины «Спутник Лайт» в жид-
кой форме, разработанной и полученной в ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России со-
гласно требованиям надлежащей производственной 
практики. Вакцина представляет собой рекомби-
нантный аденовирус человека серотипа 26, содер-
жащий в своем геноме ген полноразмерного S бел-
ка SARS-CoV-2 (10¹¹ вч на 0.5 мл/доза). ПЦР-тест 
на наличие РНК SARS-CoV-2 проводился дополни-
тельно на 1, 10 и 28 дни исследования.

Определение титра суммарных IgG-антител и их 
субтипов к RBD S гликопротеина SARS-CoV-2 
Из крови добровольцев получали образцы сыворот-
ки центрифугированием при 4000 об/мин в течение 
15 мин. Сыворотку разводили с двукратным шагом, 
начиная с 1 : 50 до 1 : 102400. Титр антигенспе-
цифических антител определяли с помощью набо-

ра реагентов для иммуноферментного выявления 
анти-RBD IgG «SARS-COV-2-RBD-ИФА-Гамалеи» 
производства ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
Минздрава России (РУ № РЗН 2020/10393). 
Разведенные образцы сыворотки вносили в планшет 
с сорбированным антигеном (100 нг RBD на лунку), 
инкубировали при перемешивании (300 об/мин, 37оС) 
в течение 1 ч. После отмывки фосфатно-солевым 
буфером с 0.05% Tween-20 в планшет добавляли 
антитела к тотальным IgG человека (NA933-1ML, 
Cytiva, США) или субтипам IgG1 и IgG4 (A10648 
и A10654, Invitrogen, США), конъюгированные с пе-
роксидазой хрена, и снова инкубировали при пере-
мешивании (300 об/мин, 37оС) в течение 1 ч. После 
отмывки добавляли раствор тетраметилбензидинги-
дрохлорида (ТМБ), инкубировали в темноте 15 мин 
и останавливали реакцию, добавляя 1 М серную 
кислоту. Измеряли оптическую плотность на дли-
не волны 450 нм (OD450). Титром IgG считали наи-
большее разведение сыворотки, в котором значение 
OD450 исследуемого образца превышало значение 
OD450 контрольной сыворотки в том же разведении 
более чем в 2 раза (в качестве контроля для каж-
дого отдельного добровольца использовали его 
собственную сыворотку, полученную до вакцина-
ции). Если в образце сыворотки в разведении 1 : 50 
не было превышения OD450 относительно контроля, 
то этому образцу присваивали титр 1 : 25. Все об-
разцы анализировали в двух повторах и определя-
ли среднее значение. 

Определение индекса авидности IgG-антител 
к RBD гликопротеина S SARS-CoV-2 
В планшеты для выявления анти-RBD-IgG «SARS-
COV-2-RBD-ИФА-Гамалеи» вносили образцы сыво-
ротки в двукратных разведениях. Через 1 ч в лунки 
добавляли равный объем фосфатно-солевого буфера 
или 8 М мочевины (100 мкл) на 10 мин. Далее по-
ступали как при определении титра анти-RBD-IgG. 
Индекс авидности для каждого образца сыворотки 
рассчитывали как соотношение OD450 лунки с дена-
турирующим агентом (в предпоследнем разведении, 
двукратно превышающем OD450 контрольной сыво-
ротки в том же разведении), к OD450 лунки с фос-
фатно-солевым буфером в том же разведении [10]. 
Все образцы анализировали в двойных повторах; 
результат определяли как среднее значение двух 
повторов.

Определение антител к нуклеопротеину 
(N-белку) SARS-CoV-2
Проводили дополнительное определение антител 
к N-белку SARS-CoV-2, используя набор для in vi-
tro ИФА диагностики «K153NG» («ХЕМА», Россия) 
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в соответствии с инструкцией производителя. 
Сыворотки разводили в 100 раз в буфере для разве-
дения, затем вносили в 96-луночный планшет с сор-
бированным антигеном по 100 мкл в двух повторах, 
также в три дополнительные лунки вносили кон-
трольные образцы (отрицательные и положитель-
ные, прилагаются в наборе); инкубировали планшет 
при 37оС в течение 30 мин без перемешивания, по-
сле чего отмывали промывочным раствором 5 раз, 
и вносили в лунки по 100 мкл конъюгата вторичных 
антител. После инкубации и отмывки, как описано 
выше, вносили по 100 мкл раствора ТМБ и инкуби-
ровали в темноте при комнатной температуре в те-
чение 25 мин. После этого реакцию останавливали, 
добавляя по 100 мкл 1 М серной кислоты в лун-
ку, и немедленно измеряли оптическую плотность 
при длине волны 450 нм. Для интерпретации ре-
зультатов находили значение Сut-off по следующей 
формуле: Cut off = X + 0.2, где X – среднее зна-
чение OD450, полученное для Отрицательных кон-
тролей 1, 2. Далее для каждого образца находили 
коэффициент позитивности (КП) по формуле КП = 
OD450 Образца/cut-off. Полученный результат интер-
претировали следующим образом: КП <0.9 – отри-
цательный, КП>1.1 – положительный. Для образцов 
1.1 <КП> 0.9 повторяли анализ с меньшим разведе-
нием сыворотки.

Статистическая обработка данных 
Динамику показателей внутри одной группы срав-
нивали с применением критерия Фридмана с по-
правкой Данна. Для сравнения показателей в одну 
и ту же временную точку, но между разными груп-
пами, использовали критерий Краскела–Уоллиса 
с поправкой Данна. Корреляцию оценивали по кри-
терию Пирсона. Анализ проводили с помощью про-
граммного обеспечения GraphPad 8 и Microsoft 
Office Excel 2019.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Для определения динамики (в том числе индиви-
дуальной) развития поствакцинального иммунитета, 
сформированного до 180 дня наблюдения, были ото-
браны 97 добровольцев, прошедших все запланиро-
ванные визиты с отбором крови (на 1, 42, 90, 180 дни 
после вакцинации) (рис. 1).

Сыворотку добровольцев использовали для опре-
деления IgG-антител против RBD и N-белка 
SARS-CoV-2 до и после вакцинации. При том, 
что все добровольцы были негативными как по на-
личию РНК SARS-CoV-2, так и по результатам 
ИФА на IgM и IgG к SARS-CoV-2 на этапе скри-
нинга, в опубликованной ранее работе, представ-
ляющей результаты до 42 дня исследования, была 

определена группа из 14 серопозитивных добро-
вольцев с анти-RBD IgG-антителами до вакцинации 
[9]. В представленной работе, используя сыворотки, 
полученные на 90 и 180 дни, у другой части добро-
вольцев были обнаружены антитела против N-белка 
SARS-CoV-2. Таким образом, для получения дан-
ных об иммуногенности вакцины «Спутник Лайт» 
в представленном исследовании 97 добровольцев 
разделили на три группы. Первая группа включа-
ет добровольцев, не инфицированных SARS-CoV-2 
как до, так и после вакцинации, т.е. тех, параметры 
гуморального иммунитета у которых определяют-
ся исключительно проведенной вакцинацией (59 
человек). Иммунитет добровольцев второй группы 
был праймирован инфекцией SARS-CoV-2 (14 че-
ловек), предшествующей введению «Спутник Лайт». 
Добровольцы третьей группы (24 человека) не име-
ли иммунитета к SARS-CoV-2 до вакцинации, одна-
ко получили гибридный иммунитет после инфекции 
SARS-CoV-2 между 42 и 180 днем (трое участников 
контактировали с вирусом в период между 42 и 90 
днем, оставшиеся 21 – между 90 и 180 днем).

Динамика титра RBD-специфичных антител 
класса G в сыворотке крови неинфицированных 
и инфицированных SARS-CoV-2 добровольцев 
в поствакцинальный период
Анализ уровней RBD-специфичных IgG-антител 
показал, что у добровольцев без предсуществую-
щего иммунитета (группа 1) вакцинация «Спутник 
Лайт» вызвала резкий подъем среднегеометриче-
ского титра (СГТ) до 1 : 1697 на 42 день, который 
затем начал выраженно снижаться, достигая 1 : 461 
к 90 дню и 1 : 141 на 180 день (рис. 2). Добровольцы 
второй группы с предсформированным иммуните-
том к SARS-CoV-2 имели СГТ 1 : 594 на момент 
вакцинации. Введение вакцины в этой группе вы-
звало наибольший подъем титра антигенспецифич-
ных антител на 42 день (СГТ 1 : 19986), который 
затем начал снижение в темпе, близком с первой 
группой (СГТ 1 : 6400 на 90 день, СГТ 1 : 2758 на 180 
день). Добровольцы третьей группы, не имевшие 
предсуществующего иммунитета к SARS-CoV-2 
(подпороговый СГТ 1 : 25 на 1 день), показали сход-
ный с первой группой подъем напряженности гу-
морального иммунного ответа на 42 день (СГТ 1 : 
1695). Однако затем, после статистически значимого 
падения на 90 день до 1 : 673, наблюдался резкий 
скачок до СГТ 1 : 12435 на 180 день. Повышение 
СГТ на 180 день связано с бустированием имму-
нитета прошедшей инфекцией SARS-СoV-2 у всех 
добровольцев данной группы (согласно появле-
нию антител против N-белка SARS-СoV-2). Тогда 
как на 90 день у 3 из 24 инфицированных (между 
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42 и 90 днями) SARS-СoV-2 добровольцев не про-
изошло значимого изменения СГТ анти-RBD IgG 
на фоне снижения уровня антител после вакци-
нации. Оценивая результаты, полученные во всей 
группе из 97 добровольцев, можно отметить сход-
ство кривой антительного ответа с ответом в пер-
вой группе, где после проведенной вакцинации на-
блюдается максимум напряженности на 42 день 
с последующим падением. Однако значения титров 
антител в общей группе были больше, чем в первой 
группе во всех точках отбора крови, достигая стати-
стически значимых различий на 180 день (p <0.002). 
Кроме того, падение титра в поздних временных 
точках в общей группе было более плавным, чем 
в первой группе. В целом, представленные резуль-
таты наглядно показывают зависимость изменения 
напряженности гуморального ответа от анализиру-
емой выборки добровольцев.

Обнаружив выраженный подъем титра суммар-
ных IgG-антител после вакцинации «Спутник Лайт», 

мы охарактеризовали изменение титра антител под-
типов IgG1 и IgG4 в анализируемых группах, взяв 
образцы сыворотки в начале клинического исследо-
вания (день 1), на пике напряженности гумораль-
ного иммунитета в группе 1 (42 день) и на наибо-
лее поздней точке наблюдения (180 день) (рис. 3). 
Выбор подтипов 1 и 4 IgG-антител определялся 
различиями в их функциях и прогностической зна-
чимости. IgG1 составляют основную долю в общем 
титре IgG-антител после вакцинации, они активно 
выполняют протективные функции: антителозави-
симую цитотоксичность, фагоцитоз, активацию ком-
племента и нейтрализацию вируса [11, 12]. В то же 
время у инфицированных SARS-CoV-2 наблюдается 
выраженный подъем титра низкофункциональных 
IgG4, что позволяет вирусу избегать протективных 
реакций адаптивного иммунитета [13]. Анализ ти-
тров IgG1-антител выявил сходную кинетику общих 
IgG-антител. Группа 1 с недетектируемыми значе-
ниями IgG1-антител в точке 1 день имела выражен-
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N=150  
прошли скрининг

N=110  
включены в клиническое исследование (КИ) и 

получили 1 дозу вакцины «Спутник Лайт»

N=110 – определение титра RBD-специфичных 
IgG (визит на 0, 10, 28, 42, 90, 180 день) 
N=110 – определение титра вируснейтрализую-
щих антител (визиты на 0, 28 и 42 день) 
N=30 – оценка ИФН-γ (визиты на 0 и 10 день) 
N=30 – оценка пролиферации T-лимфоцитов 
(визиты на 0 и 10 день) 

N=97 
 были на всех визитах

N=97  
качественный анализ IgG и IgM к N-белку  

для выявления добровольцев, имевших контакт 
с SARS-CoV-2

N = 59 – не имели контакта с SARS-CoV-2 до и после вакцинации в течение всего КИ (группа 1)

N = 14 – имели контакт с SARS-CoV-2 до вакцинации (группа 2)

N = 24 – не имели контакта с SARS-CoV-2 до вакцинации, но был контакт после вакцинации (группа 3)

N = 40 – исключены на этапе скрининга: 
25 – не удовлетворяли критериям включения 
8 – отозвали добровольное согласие 
1 – исключен врачом-исследователем
6 – подходили под критерии включения, но не были 
включены, поскольку уже было набрано достаточ-
ное количество добровольцев  

N = 13 – не включены в исследование динамики 
авидности IgG к RBD и изотипов (IgG1, IgG4):
1 – отозвал добровольное согласие после 28 дня
1 – пропустил визит на 42 день
1 – пропустил визит на 42 и 90 дни
2 – пропустили визит на 90 день
4 – пропустили визит на 90 и 180 дни
4 – пропустили визит на 180 день

Рис. 1. Структура исследования и стратификация добровольцев по группам
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Рис. 2. Титр RBD-специфичных IgG-антител у добровольцев, вакцинированных «Спутник Лайт». Приведены дан-
ные до (1 день) и на 42, 90, 180 дни после вакцинации для всех исследованных участников (серые точки), а также 
после стратификации в зависимости от наличия/отсутствия дополнительной иммунизации вследствие инфекции 
SARS-CoV-2: группа 1 – не инфицированные SARS-СoV-2 (зеленые точки); группа 2 – инфекция SARS-СoV-2 
до вакцинации (красные точки); группа 3 – инфекция SARS-СoV-2 после вакцинации (синие точки). Черными 
точками обозначены инфицированные SARS-СoV-2 добровольцы в группе 3. Линии между точками связывают 
значения у одного и того же добровольца до заражения (42 день) и после (90 день). N – число добровольцев 
в каждой группе. Точки – индивидуальные данные. Горизонтальные линии представляют среднегеометрические 
титры (СГТ); значения приведены над графиком. Доля участников (%) с сероконверсией в разные временные 
точки определена как значимое увеличение титра антител в 4 раза и более в сравнении с уровнем до вакцинации 
(1 день). Т-образные линии ограничивают 95% доверительный интервал (ДИ). Цветные цифры и стрелки над ква-
дратными скобками означают кратность увеличения или уменьшения СГТ в сравнении с предыдущей временной 
точкой. Под горизонтальной осью графика красными стрелками обозначен период инфицирования добро-
вольцев вирусом SARS-CoV-2. Статистически значимые различия в результатах между разными временными 
точками внутри одной группы обозначены решетками: ##p <0.005, ###p <0.0001 (критерий Фридмана 
с поправкой Данна). Статистически значимые различия между разными группами добровольцев обозначены 
звездочками: или ***p <0.0001 (критерий Краскела–Уоллиса с поправкой Данна). нд – отсутствие статистиче-
ской значимости 
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ный пик (СГТ 1 : 127) на 42 день после вакцинации 
с последующим снижением на 180 день (СГТ 1 : 35). 
Группа 2 имела сходную с группой 1 кривую IgG1-
ответа с максимальным среди всех групп значением 
на 42 день (СГТ 1 : 2498) и дальнейшим падением 

на 180 день (СГТ 1 : 328). В группе 3 наблюдался 
последовательный рост титра IgG1: с недетектиру-
емых значений на 1 день титр IgG1 на 42 день вы-
рос до близкого с группой 1 (СГТ 1:137), но на 180 
день после получения гибридного иммунитета под-
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Рис. 3. Титр RBD-специфичных IgG1- и IgG4-
антител у вакцинированных «Спутник Лайт» 
добровольцев. Приведены данные до (1 день) 
и на 42, 180 дни после вакцинации для всех 
исследованных участников (серые точки), 
а также после стратификации в зависимости 
от наличия/отсутствия дополнительной имму-
низации вследствие инфекции SARS-CoV-2: 
группа 1 – не инфицированные SARS-СoV-2 
(зеленые точки); группа 2 – инфекция 
SARS-СoV-2 до вакцинации (красные точ-
ки); группа 3 – инфекция SARS-СoV-2 после 
вакцинации (синие точки). Черными точками 
обозначены инфицированные SARS-СoV-2 
добровольцы в группе 3. N – число добро-
вольцев в каждой группе. Точки отражают 
индивидуальные данные. Горизонтальные 
линии представляют среднегеометрические 
титры (СГТ); значения приведены над графи-
ком. Т-образные линии ограничивают 95% до-
верительный интервал (ДИ). Цветные цифры 
и стрелки над квадратными скобками означа-
ют кратность увеличения или уменьшения СГТ 
в сравнении с предыдущей временной точкой. 
Под горизонтальной осью графика красными 
стрелками обозначен период инфицирования 
добровольцев вирусом SARS-CoV-2. Стати-
стически значимые различия в результатах 
между разными временными точками вну-
три одной группы обозначены решетками: 
#p <0.05, ##p <0.005, ###p <0.0001 
(критерий Фридмана с поправкой Данна). 
Статистически значимые различия между 
разными группами добровольцев обозна-
чены звездочками: *p <0.05, **p <0.005 
или ***p <0.0001 (критерий Краскела–Уолли-
са с поправкой Данна). нд – отсутствие стати-
стической значимости
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нимался до СТГ 1:653. В обобщенной выборке титры 
IgG1-антител на 42 (СГТ 1 : 199) и 180 (СГТ 1 : 99) 
дни были выше, чем в группе 1, что также пока-
зывает искажение данных при включении в анали-
зируемую группу лиц с гибридным иммунитетом. 
Интерпретируя значения титров IgG4, стоит отме-
тить отсутствие антител данного класса в группе 
1. В то же время у лиц с гибридным иммунитетом 
(группы 2 и 3) IgG4 формировались, однако досто-
верное повышение наблюдалось только в группе 3 
на 180 день исследования. Полученные результаты 
подтверждают выводы о способности SARS-CoV-2 
формировать IgG4-антитела и характеризуют не-
способность вакцины «Спутник Лайт» индуцировать 
повышение IgG4-антител после однократного при-
менения.

Динамика индекса авидности RBD-
специфичных IgG-антител в сыворотке крови 
неинфицированных и инфицированных 
SARS-CoV-2 добровольцев в поствакцинальный 
период
Определение авидности RBD-специфичных IgG-
антител показало постепенное увеличение данного 
показателя в течение всего времени наблюдения 
в первой группе добровольцев с минимальных зна-
чений (0.06) на 1 день до 0.61 на 180 день (рис. 4). 
Добровольцы второй группы с предсуществую-
щим иммунитетом характеризовались выражен-
ными значениями авидности RBD-специфичных 
IgG-антител на 1 день (0.47), которые не показали 
подъема на 42 день, но выраженно повышались, на-
чиная с 90 дня, достигнув на 180 день более вы-
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сокого значения по сравнению с первой группой 
(0.74). Добровольцы третьей и первой группы име-
ли близкие значения авидности RBD-специфичных 
IgG-антител, несмотря на инфекцию SARS-CoV-2 
в период с 42 до 180 дня наблюдения. Этот факт мо-
жет свидетельствовать о недостаточности времени, 

прошедшего от праймирующей иммунитет вакцина-
ции до бустирующей коронавирусной инфекции [14]. 
Интересно, что при анализе всей выборки медиана 
индекса авидности антител не отличалась значи-
мо от первой группы (в отличие от титров RBD-
специфичных IgG-антител) в силу разновекторных 

Рис. 4. Индекс авидности RBD-специфичных IgG-антител у вакцинированных «Спутник Лайт» добровольцев. При-
ведены данные до (1 день) и на 42, 90, 180 дни после вакцинации всех участников (серые точки), а также после 
стратификации в зависимости от наличия/отсутствия дополнительной иммунизации вследствие инфекции SARS-
CoV-2: группа 1 – не инфицированные SARS-СoV-2 (зеленые точки); группа 2 – инфекция SARS-СoV-2 до вак-
цинации (красные точки); группа 3 – инфекция SARS-СoV-2 после вакцинации (синие точки). Черными точками 
обозначены инфицированные SARS-СoV-2 добровольцы в группе 3. Линии между точками связывают значения 
одного и того же добровольца до заражения (42 день) и после (90 день). N – число добровольцев в каждой груп-
пе. Точки отражают индивидуальные данные. Горизонтальные линии представляют среднегеометрические титры 
(СГТ); значения указаны черными цифрами над графиком. Т-образные линии ограничивают 95% доверительный 
интервал (ДИ). Цветные цифры и стрелки над квадратными скобками означают кратность увеличения или умень-
шения медианного значения индекса авидности в сравнении с предыдущей временной точкой. Под горизон-
тальной осью графика красными стрелками обозначено время инфекции добровольцев вирусом SARS-CoV-2. 
Статистически значимые различия в результатах между разными временными точками внутри одной группы 
обозначены решетками: #p <0.05, ##p <0.005, ###p <0.0001 (критерий Фридмана с поправкой Данна). 
Статистически значимые различия между разными группами добровольцев обозначены звездочками: *p <0.05, 
**p <0.005 или ***p <0.0001 (критерий Краскела–Уоллиса с поправкой Данна). нд – отсутствие статистической 
значимости
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изменений в группах 2 и 3. При этом общая выбор-
ка характеризовалась большим разбросом индиви-
дуальных данных. 

Корреляционная зависимость титра и индекса 
авидности RBD-специфичных IgG-антител 
у инфицированных и не инфицированных SARS-
CoV-2 добровольцев в поствакцинальный период
Определив изменение количественных (титр) и ка-
чественных (авидность) показателей антигенспе-
цифичных антител у добровольцев после вакцина-
ции «Спутник Лайт», мы провели корреляционный 
анализ в группах, маркировав время отбора крови 
(рис. 5). Было обнаружено, что взаимосвязь иссле-
дуемых параметров отличалась с учетом време-
ни отбора крови во всех трех исследуемых груп-
пах. Так, в группе 1 в целом наблюдалась слабая 
корреляция между титром и индексом авидности 
RBD-специфичных IgG-антител (r = 0.34); при этом 
важно отметить, что со временем индекс авидно-
сти сыворотки прогрессировал, в то время как титр 
антигенспецифичных антител снижался. Интересно, 
что у добровольцев с предсуществующим иммуни-
тетом (группа 2) отсутствовала корреляция меж-
ду титром антител и их авидностью (r = -0.05, 

p = 0.7102). По всей видимости, перенесенный до-
бровольцами второй группы COVID-19, не вызы-
вающий увеличения авидности антител, оказывает 
также негативное действие и в поствакцинальном 
периоде [15]. Повышение индекса авидности к 180 
дню в группе 2 сопровождалось менее выраженным 
снижением титра антител по сравнению с группой 
1. У добровольцев третьей группы, инфицирован-
ных SARS-CoV-2 после проведенной вакцинации, 
выявлена сильная корреляция между титром и ин-
дексом авидности RBD-специфичных IgG-антител 
(r = 0.65), обусловленная одновременным повы-
шением обоих показателей со временем, прошед-
шим с момента вакцинации. Стоит подчеркнуть, 
что инфекция SARS-CoV-2, а также время данно-
го события относительно проведенной вакцинации, 
принципиально меняют прогрессию параметров 
гуморального иммунитета со временем. На общем 
фоне повышения авидности анти-RBD IgG-антител 
все три группы характеризовались различной ди-
намикой титров анти-RBD IgG (отмечено стрел-
ками на рис. 5). Анализ обобщенной выборки до-
бровольцев показал результирующую умеренную 
корреляцию (r = 0.46) между двумя параметрами, 
демонстрирующую увеличение авидности антител 

Рис. 5. Корреляционная зависи-
мость титра и индекса авидности 
RBD-специфичных IgG-антител. 
На каждом графике пред-
ставлены обобщенные данные 
до (1 день) и на 42, 90, 180 дни 
после вакцинации всех участни-
ков (серые точки), а также после 
стратификации в зависимости 
от наличия/отсутствия допол-
нительной иммунизации вслед-
ствие инфекции SARS-CoV-2: 
группа 1 – не инфицированные 
SARS-СoV-2 (зеленые точки); 
группа 2 – инфекция SARS-СoV-2 
до вакцинации (красные точки); 
группа 3 – инфекция SARS-СoV-2 
после вакцинации (синие точки). 
N – число добровольцев в каждой 
группе. Точки отражают индиви-
дуальные данные. Интенсивность 
цвета отражает день исследова-
ния. Стрелки на каждом графике 
отражают общую тенденцию 
изменения показателей со време-
нем. Для каждого графика при-
ведено значение коэффициента 
корреляции Пирсона (r) и уровень 
значимости (p) после построения 
линейной линии тренда
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без заметного изменения их титра с течением вре-
мени. 

Таким образом, полученные данные показывают, 
что естественная иммунизация оказывает суще-
ственное влияние на напряженность гуморального 
иммунитета и его созревание во времени, искажая 
собственную иммуногенность исследуемого вакцин-
ного препарата.

ОБСУЖДЕНИЕ
Пандемия COVID-19 создала целый ряд прецеден-
тов для мировой науки и медицины. За короткое 
время был создан арсенал вакцин на основе раз-
личных платформ (мРНК, рекомбинантные вирус-
ные векторы, инактивированные, субъединичные 
и др.), обеспечивающих эффективную защиту че-
ловека от развития тяжелых форм заболевания 
и смерти [16]. Новизна патогена и вакцинных пре-
паратов требует продолжения исследований, на-
правленных на детализацию иммунных реакций, 
играющих важную роль в формировании и сохра-
нении протективного иммунитета у вакцинирован-
ных. В частности, полученные знания позволяют: 
1) провести сравнительный анализ иммуногенно-
сти вакцин, созданных на различных платформах; 
2) определить оптимальные интервалы ревакцина-
ции различных групп населения, в том числе с уче-
том новых вариантов SARS-CoV-2; 3) своевременно 
адаптировать антигенный состав в вакцинных пре-
паратах в соответствии с актуальными циркули-
рующими вариантами SARS-CoV-2; 4) определить, 
как изменяется сформированный иммунный ответ 
со временем после вакцинации; 5) определить осо-
бенности формируемого иммунитета у различных 
групп населения и многое др. Решение перечислен-
ных задач осложняется продолжающимся активным 
присутствием SARS-CoV-2 в популяции человека. 
Необнаруженный контакт с патогеном может зна-
чительно изменить исследуемые параметры имму-
ногенности вакцинных препаратов [17]. В этих усло-
виях определение иммуногенности вакцин в рамках 
клинических исследований, особенно с длительным 
периодом наблюдения, требует повышенной тща-
тельности при анализе полученных результатов.

В настоящей работе мы представляем результа-
ты определения иммуногенности вакцины «Спутник 
Лайт» до 180 дня наблюдения, полученные в рам-
ках клинического исследования 1–2 фазы. По за-
вершении клинического исследования мы допол-
нительно определили наличие IgG-антител против 
N-белка SARS-CoV-2 во всех исследуемых времен-
ных точках, выделив группу добровольцев, не ин-
фицированных SARS-CoV-2 как до вакцинации, 
так и на всем протяжении исследования (группа 1), 

а также инфицированных до (группа 2) или после 
вакцинации (группа 3). Важно отметить, что на мо-
мент начала исследования (17 июня 2020 года) 
SARS-CoV-2 был инфицирован небольшой процент 
(около 0.5%) населения России, что в нашем иссле-
довании выразилось в виде преобладания доли не-
инфицированных добровольцев (группа 1) относи-
тельно количества всех участников (60%) [18]. Таким 
образом, примененные критерии и объем выборки 
позволяют с использованием методов статистиче-
ского анализа определить результаты собственной 
иммуногенности вакцины «Спутник Лайт».

Зарегистрированное в нашей работе значимое па-
дение титра RBD-специфических антител в груп-
пе 1 к 180 дню исследования, по всей видимости, 
отражает объективную кинетику антительного от-
вета после однократного введения вакцин на осно-
ве Ad26-S, наблюдаемую также другими авторами 
[3, 19]. Показанные в других работах титры анти-
генсвязывающих антител, сохраняющиеся после 
однократной вакцинации Ad26.COV2.S на поздних 
сроках, могут быть результатом влияния дополни-
тельных стимулов [20, 21]. Так, например, резкое по-
вышение титров анти-RBD IgG относительно мед-
ленно снижающегося общего уровня было наглядно 
продемонстрировано у инфицированных SARS-
CoV-2 добровольцев после вакцинации Ad26.COV2.S 
[4]. Таким образом, отсутствие тщательной селекции 
добровольцев при анализе иммуногенности вакцин 
против SARS-CoV-2 может привести к существен-
ному завышению исследуемых показателей.

Нами, как и рядом других авторов, показано, 
что лица с гибридным иммунитетом (группы 2 и 3) 
отличаются достоверно большими титрами анти-
генсвязывающих антител по сравнению с вакцини-
рованными добровольцами, не контактировавшими 
с SARS-CoV-2 [22]. В условиях постоянного контакта 
населения с SARS-CoV-2 вакцина «Спутник Лайт» 
показывает себя в качестве эффективного средства 
для праймирования, а затем и для поддержания на-
пряженности иммунитета у перенесших COVID-19 
лиц. Кроме того, прайм-буст-ревакцинация не имеет 
преимуществ в иммуногенности перед однократным 
введением вакцины [23].

Динамика титров антигенсвязывающих антител 
у добровольцев с гибридным иммунитетом указы-
вает на важность момента инфицирования SARS-
CoV-2. Так, в группе добровольцев (группа 2), ин-
фицированных до вакцинации (согласно титрам 
антител против N и S на 1 день), титр анти-RBD 
IgG резко повысился с 594 на 1 день до 19985 уже 
на 42 день (в 34 раза). Добровольцы группы 3, ин-
фицированные после вакцинации, показали менее 
выраженный подъем титра анти-RBD IgG между 
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90 и 180 днями (в 18 раз). Полученные результаты 
указывают на то, что интервал и/или очередность 
вакцинации и инфекции играют существенную 
роль в напряженности гуморального иммунитета. 
Действительно, ряд исследований подтверждает, 
что эффективность бустирующего стимула растет 
с увеличением времени между иммунизациями [6, 
24]. Однако внесение дополнительной третьей вак-
цинации в промежуток между первой и последней 
не приводит к значимому повышению напряженно-
сти иммунитета [25]. Влияние очередности инфек-
ции и вакцинации на напряженность иммунитета 
до настоящего момента не была детально опреде-
лена. Проведение клинических исследований им-
муногенности SARS-CoV-2-вакцин, в которых лабо-
раторными методами (ПЦР-тесты) подтверждалось 
точное время инфицирования SARS-CoV-2 добро-
вольцев до или после вакцинации, позволило бы по-
лучить более убедительные данные.

Проведенный анализ подтипов IgG-антител по-
казал, что у добровольцев, однократно вакциниро-
ванных «Спутник Лайт», отсутствуют IgG4-антитела 
до 180 дня наблюдения, тогда как у лиц с гибрид-
ным иммунитетом, особенно в группе 3, антитела 
данного подкласса детектируются. Это свойство 
определяет отличие в противокоронавирусном им-
мунитете, формируемом в ответ на вакцинацию 
и инфекцию SARS-CoV-2. Интересно отметить, 
что многократная иммунизация мРНК вакцина-
ми (BNT162b2 и mRNA-1273) способна приводить 
к формированию IgG4-антител в отличие от приме-
нения вакцины AZD1222, полученной на основе аде-
новируса обезьян [26]. В этой связи представляется 
важным определить, распространяется ли обнару-
женный эффект на вакцины, созданные на основе 
других аденовирусных платформ. Анализ титров 
IgG4 у добровольцев, прошедших курс многократ-
ной иммунизации «Спутник Лайт» или «Спутник V», 
позволил бы получить ответ.

Авидность антител является важным индикато-
ром созревания противоинфекционного иммунитета. 
Рост авидности антител связан с появлением в ре-
зультате соматической гипермутации В-лимфоцитов 
с более аффинными антителами в том случае, если 
презентация антигена достаточна по длительно-
сти и интенсивности [27]. Известно, что инфекция 
SARS-CoV-2 приводит к слабому повышению авид-

ности антигенсвязывающих антител [28]. В то же 
время в данной работе показано, что однократная 
вакцинация «Спутник Лайт» вызывает выраженный 
подъем индекса авидности после иммунизации. 

Наравне с повышением напряженности гумо-
рального поствакцинального иммунитета, инфекция 
SARS-CoV-2 существенно влияет также и на его со-
зревание. В соответствии с ранее опубликованными 
результатами, гибридный иммунитет у лиц, инфи-
цированных SARS-CoV-2 задолго до вакцинации, 
характеризуется более высоким индексом авидности 
по сравнению с вакцинированными добровольцами 
[29]. Однако если инфекция SARS-CoV-2 происхо-
дит вскоре после проведенной вакцинации (группа 
3), то созревание сыворотки замедляется. Этот фе-
номен можно объяснить включением новых клонов 
наивных В-клеток в пролиферативный ответ после 
инфицирования (с увеличением титров антиген-
специфичных антител), что уменьшает вклад в об-
щий индекс авидности высокоаффинных В-клеток, 
уже прошедших этап соматической гипермутации 
(рис. 4). Данное предположение находит отражение 
в отличающихся корреляционных зависимостях ти-
тра и индекса авидности RBD-специфичных IgG-
антител между группами добровольцев.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленная работа впервые демонстрирует 
«собственную» иммуногенность вакцины «Спутник 
Лайт» на протяжении 180 дней наблюдения в рам-
ках клинического исследования, а также определяет 
влияние предшествующей и последующей инфек-
ции SARS-CoV-2 на параметры гуморального по-
ствакцинального иммунитета. Полученные резуль-
таты более точно характеризуют иммуногенные 
свойства вакцины «Спутник Лайт», использующейся 
в клинической практике с 2020 года. 

Проведение клинического исследования 
финансировалось из средств Российского 

фонда прямых инвестиций. Дополнительные 
исследования (определение авидности анти-

RBD IgG-антител, IgG-антител против 
N-белка SARS-CoV-2 на всех визитах 

добровольцев) финансировались также из средств 
ПАО «Сбербанк России» (грант № 682), 

ООО «Вакцина человека».
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РЕФЕРАТ Пробелокконвертазы (ПБК) – это семейство белков, включающее девять высокоспецифичных 
субтилизинподобных сериновых эндопептидаз человека. Известно, что уровни мРНК генов ПБК из-
меняются в опухолях, а сами ферменты участвуют в канцерогенезе, что позволяет рассматривать их 
как потенциальные маркеры для типирования и прогнозирования течения заболевания, а также как по-
тенциальные терапевтические мишени. С использованием количественной ПЦР в реальном времени про-
анализированы уровни экспрессии генов ПБК в парных образцах опухолевой и окружающей нормальной 
ткани, полученных от 19 пациентов с диагнозом плоскоклеточная карцинома пищевода. Обнаружено до-
стоверное повышение представленности мРНК генов PCSK6, PCSK9, MBTPS1 и FURIN в опухолевой тка-
ни, что может указывать на вовлеченность данных ПБК в формирование и прогрессию злокачественных 
новообразований пищевода. С использованием кластерного анализа паттернов изменений экспрессии 
генов ПБК в опухолевой ткани по сравнению с окружающей нормальной (образцы пищевода и ранее 
проанализированные образцы легкого) было установлено, что эти изменения имеют ограниченный на-
бор сценариев. Такие сценарии реализуются при злокачественной трансформации как клеток легко-
го, так и пищевода, а также, возможно, клеток других органов. Полученные данные указывают на то, 
что гены ПБК могут быть важными маркерами онкологических заболеваний человека.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА пробелокконвертаза, сериновая протеаза, рак, экспрессия генов, количественная ПЦР.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ IGF-1R – рецептор инсулиноподобного фактора роста 1 (insulin-like growth factor 
1 receptor); ПБК – пробелокконвертазы.

ВВЕДЕНИЕ
Пробелокконвертазы (ПБК) – семейство высокоспе-
цифичных субтилизинподобных сериновых эндопеп-
тидаз млекопитающих, ключевой функцией которых 
является процессинг различных белков и пептидов 
[1, 2]. У человека идентифицировано девять генов 
ПБК, эндогенными субстратами этих протеаз явля-
ются многочисленные белки и пептиды, в том числе 
предшественники нейропептидов, пептидные гормо-
ны, факторы роста и дифференцировки, рецепторы 
и ферменты. Как следствие, ПБК регулируют ши-
рокий круг физиологических процессов как в норме, 
так и при патологиях. В частности, накоплены об-
ширные данные об ассоциации ПБК с возникновени-
ем и развитием онкологических заболеваний.

Среди субстратов ПБК обнаружен целый ряд 
белков, вовлеченных в прогрессию злокачественных 
опухолей: цитокины, факторы роста и их рецепто-
ры, матриксные металлопротеиназы, молекулы ад-
гезии (подробно обсуждается в [3–5]). Существует 
достаточно большой объем информации, указыва-
ющей на принципиальную роль ПБК в прогрессии 
и метастазировании опухолей, а также на связь 
уровней экспрессии ПБК с выживаемостью па-
циентов [6–12]. Все это позволяет предположить, 
что данные об уровнях экспрессии генов ПБК могут 
быть использованы для типирования и прогнозиро-
вания течения онкологических заболеваний, а сами 
ПБК могут служить терапевтическими мишенями 
для терапии.
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Ранее методом количественной ПЦР мы показа-
ли, что экспрессия генов ПБК в злокачественных 
опухолях легкого человека изменена по сравне-
нию с окружающей нормальной тканью. При этом 
мы впервые обнаружили, что изменение экспрес-
сии происходит по ограниченному числу сценари-
ев: 80% проанализированных образцов распределя-
лись по трем группам, в каждой из которых была 
значительно изменена экспрессия одного из трех 
генов – FURIN, PCSK1 или PCSK6 (здесь и далее 
использовали символы генов, представленные в ре-
комендациях комитета по номенклатуре генов че-
ловека HGNC, https://www.genenames.org, табл. 1). 
Мы не нашли корреляций между выявленными 
группами и доступными клиническими данными 
пациентов [13]. Тем не менее, полученные данные 
могут указывать на существование неустановлен-
ных свойств опухолей легкого человека, ассоции-
рованных с одним из трех выявленных сценариев 
изменения экспрессии генов ПБК.

В настоящей работе мы провели аналогичное опи-
санному выше исследование злокачественных опу-
холей пищевода. Методом ПЦР в реальном времени 
были проанализированы уровни мРНК в опухолевой 
ткани и окружающей ткани без признаков патологии 
в образцах, полученных от 19 пациентов с диагнозом 
плоскоклеточный рак пищевода. Обнаружено значи-
тельное повышение экспрессии генов PCSK6, PCSK9, 
MBTPS1 и FURIN в опухолевой ткани, что потенци-
ально может указывать на вовлеченность данных 
ПБК в процессы формирования и прогрессии зло-
качественных новообразований пищевода. Также 
мы провели кластерный анализ паттернов измене-
ния экспрессии генов ПБК в образцах рака пищевода 
и ранее проанализированных образцах рака легкого. 
В результате был выявлен ограниченный набор сце-
нариев изменения экспрессии генов ПБК при злока-
чественной трансформации клеток легкого и пищево-
да, а также, вероятно, клеток других органов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Забор образцов проводили в соответствии с феде-
ральным законом № 180 «О биомедицинских кле-
точных продуктах» (приказ Министерства здра-
воохранения Российской Федерации от 11.08.2017 
№ 517н, приложение 2). Протокол исследования 
был утвержден этическим комитетом Федерального 
государственного бюджетного учреждения 
«Национальный медицинский исследовательский 
центр онкологии имени Н.Н. Блохина» Министерства 
здравоохранения Российской Федерации (НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Блохина).

Образцы опухолевых и прилегающих нормальных 
тканей пищевода были получены при проведении 

хирургических операций пациентов с плоскоклеточ-
ной карциномой пищевода (стадии II–III). Пациенты 
наблюдались в НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина. 
От каждого пациента получены письменные инфор-
мированные согласия. До хирургического вмеша-
тельства пациентов не подвергали химио- и радио-
терапии. Часть материала из полученных образцов 
замораживали в жидком азоте для последующего 
выделения РНК, остальную часть образцов подвер-
гали гистологической верификации в Отделе па-
тологической анатомии опухолей человека НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Блохина и характеризовали в со-
ответствии с TNM-классификацией Международного 
противоракового союза [14]. Все образцы тканей зло-
качественных опухолей по результатам гистологи-
ческого исследования содержали не менее 70–80% 
опухолевых клеток. Для получения контрольных об-
разцов («условная норма») в ходе операции у каждо-
го пациента брали образцы ткани пораженного орга-
на вне зоны патологического роста.

Суммарную РНК выделяли из замороженных 
и измельченных в жидком азоте образцов нормаль-
ных и опухолевых тканей. Очистку РНК проводили 
с использованием гуанидинизотиоцианата и фено-
ла [15], а затем с помощью набора RNeasy Mini Kit 
(Qiagen, США) согласно протоколу производите-
ля, после чего обрабатывали ДНКазой I (Promega, 
США). Концентрацию выделенной РНК определя-
ли по поглощению при 260 нм. Синтез первых це-
пей кДНК проводили, используя гексануклеотид-
ный праймер (Promega) и обратную транскриптазу 
Powerscript (Clontech, США).

Количественную ПЦР в реальном времени про-
водили на приборе CFX96 Touch (Bio-Rad, США) 
с использованием коммерческих наборов прайме-
ров и зондов (Applied Biosystems, США) (табл. 1). 
Программа ПЦР: 2 мин – 50°C; 10 мин – 95°C; далее 
40 циклов: 15 с – 95°C, 60 с – 60°С. Объем реакци-
онной смеси составлял 20 мкл (6 мкл деионизован-
ной воды, 4 мкл готовой смеси реагентов для ПЦР 
5X qPCRmix-HS («Евроген», Россия), 5 мкл раство-
ра праймеров и зондов, 5 мкл образца). Каждый 
образец анализировали в двух независимых по-
вторах в дубликатах. Обработку результатов ПЦР 
и определение порогового цикла Ct осуществляли 
с помощью программного обеспечения Bio-Rad CFX 
Manager 3.1 (Bio-Rad, США).

Уровни мРНК генов ПБК нормировали по уров-
ням мРНК референсного гена GAPDH по формуле:

нормированная_экспрессия_гена_ПБК = 2Ct(GAPDH)-Ct(ПБК). 

В тех случаях, когда экспрессия гена ПБК детекти-
ровалась только в опухолевой или нормальной ткани, 
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для расчета нормированной экспрессии гена значе-
ние Ct в отсутствующем образце принимали за 42.

Статистическую обработку данных выполня-
ли с помощью языка программирования R (R Core 
Team (2023). R: A Language and Environment for 
Statistical Computing. R Foundation for Statistical 
Computing, Vienna, Austria. https://www.R-project.
org/) и программного обеспечения RStudio (Posit 
team (2023). RStudio: Integrated Development 
Environment for R. Posit Software, PBC, Boston, MA. 
URL http://www.posit.co/). Разницу в уровнях экс-
прессии генов ПБК определяли с помощью парного 
критерия Уилкоксона. Кластерный анализ образ-
цов выполняли методом Уорда с использованием 
Евклидового расстояния в качестве меры различия.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе методом количественной ПЦР 
в реальном времени проанализировали представ-
ленность мРНК всех девяти генов пробелокконвер-
таз (ПБК) в 19 парах образцов злокачественных 
опухолей пищевода человека и окружающей тка-
ни без признаков патологии (рис. 1, Приложение 
табл. П1). Как и ожидалось, экспрессию генов 
FURIN, PCSK5, PCSK6, PCSK7 и MBTPS1, коди-
рующих убиквитарные ферменты, мы обнару-
жили во всех или в подавляющем большинстве 
образцов как опухолевой, так и нормальной тка-
ни. Экспрессия же генов PCSK1, PCSK2, PCSK4 
и PCSK9 считается тканеспецифичной и нехарак-

Таблица 1. Гены и наборы для ПЦР, использованные в работе

Белок Ген, символ 
по HGNC*

Альтернативные обо-
значения белка

Набор для детекции 
мРНК гена

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 1
(Пробелокконвертаза субтилизин-кексинового типа 1) PCSK1 PC1/3, NEC1 Rn00567266_m1

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 2
(Пробелокконвертаза субтилизин-кексинового типа 2) PCSK2 PC2, NEC2 Rn00562543_m1

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 4
(Пробелокконвертаза субтилизин-кексинового типа 4) PCSK4 PC4 Rn00592006_m1

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 5
(Пробелокконвертаза субтилизин-кексинового типа 5) PCSK5 PC5/6 Rn01450819_m1

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 6
(Пробелокконвертаза субтилизин-кексинового типа 6) PCSK6 PACE4, SPC4 Rn00564475_m1

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 7
(Пробелокконвертаза субтилизин-кексинового типа 7) PCSK7 PC7 Rn00570376_m1

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9
(Пробелокконвертаза субтилизин-кексинового типа 9) PCSK9 PC9, NARC-1 Rn01416753_m1

Membrane-bound transcription factor peptidase, site 1
(Связанная с мембраной протеаза сайта-1 фактора 

транскрипции)
MBTPS1 SKI-1/S1P Rn00585707_m1

Furin (Фурин) FURIN PACE Rn00570970_m1
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа) GAPDH G3PD Rn01775763_g1

*HGNC – комитет по номенклатуре генов человека, https://www.genenames.org

терной для тканей пищевода [16–18]. Действительно, 
мРНК PCSK1 выявлена лишь в двух образцах 
опухолевой и двух образцах нормальной ткани, 
а мРНК PCSK4 – в четырех образцах опухолевой 
и двух образцах нормальной ткани. В то же вре-
мя экспрессия гена PCSK2, обычно наблюдаемая 
в нейроэндокринных клетках, показана нами в пяти 
образцах опухолевой и 11 образцах нормальной 
ткани. Причины отклонения паттерна экспрессии 
гена PCSK2 от общепринятого в тканях пищевода 
неясны. Также мы детектировали экспрессию гена 
PCSK9, которая в норме наблюдается преимуще-
ственно в клетках печени, почек, мозжечка и тонко-
го кишечника, в 15 образцах опухолевой и 9 образ-
цах нормальной ткани пищевода. Такой результат, 
однако, не является неожиданным, поскольку экс-
прессию PCSK9 в опухолях пищевода обнаружива-
ли и ранее [19]. Возможные причины этого феноме-
на будут обсуждены ниже.

Сравнение уровней экспрессии генов ПБК по-
зволило установить, что экспрессия генов PCSK6, 
PCSK9, MBTPS1 и FURIN в ткани опухоли пище-
вода статистически значимо выше, чем в окружа-
ющей опухоль нормальной ткани (рис. 2). При этом 
наиболее значительным было повышение экс-
прессии генов PCSK9 и PCSK6 – в среднем при-
мерно в 175 и 10 раз соответственно. Повышение 
экспрессии генов MBTPS1 и FURIN было менее 
выражено и составляло в среднем примерно 4 и 3 
раза. Значительное повышение экспрессии PCSK9 
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на уровне белка в опухолевой ткани пищевода 
по сравнению с нормальной ранее было обнаружено 
в работе Wang и соавт.; при этом пациенты с вы-
сокими уровнями экспрессии PCSK9 в опухолях 
имели более низкую выживаемость [19]. А в ис-
следовании Ito и соавт. обнаружено, что высокий 
титр антител против PCSK9 в крови пациентов 
с опухолью пищевода коррелирует с более высо-
кой выживаемостью в послеоперационном периоде 
[20]. Исследований, в которых описано повышение 
экспрессии гена MBTPS1 в опухолях пищевода, 
мы не обнаружили. Что же касается генов PCSK6 
и FURIN, то их ассоциация с онкологическими за-
болеваниями показана в достаточно большом коли-
честве работ [3, 7–9, 11, 21–26].

Примечательно, что два гена ПБК, экспрессия ко-
торых оказалась повышенной в клетках рака пище-
вода, участвуют в липидном гомеостазе. Так, PCSK9 
кодирует ключевой регулятор концентрации ком-
плекса холестерина с липопротеинами низкой плот-
ности в крови, а продукт гена MBTPS1 играет важ-
ную роль в регуляции синтеза холестерина, липидов 
и жирных кислот. К настоящему времени накоплено 
достаточно большое количество данных, указываю-

щих на принципиальную роль обмена и биосинтеза 
липидов в возникновении и прогрессии онкологи-
ческих заболеваний [27]. Таким образом, результа-
ты нашего исследования позволяют предположить, 
что PCSK9 и MBTPS1 могут быть вовлечены в про-
грессию рака пищевода человека через регуляцию 
гомеостаза липидов в опухоли.

В последнее время активно изучается роль PCSK9 
в избегании иммунного ответа опухолевыми клетка-
ми. Так показано, что ингибирование PCSK9 повы-
шает эффективность иммунотерапии ряда опухо-
лей (подробно см. [28]). Тем не менее, первой линией 
лечения рака пищевода 2–3 стадии является хи-
миорадиотерапия без дополнительных иммунных 
препаратов. Однако в недавно проведенном иссле-
довании CheckMate 577 показано, что комбинация 
химиорадио терапии с неоадъювантным препаратом 
Ниволумаб приблизительно в 2 раза повышает сред-
ний период безрецидивной выживаемости по сравне-
нию с химиорадиотерапией без неоадъюванта [29]. 
Ниволумаб – моноклональное антитело, специфиче-
ски инактивирующее белок PD-1 на поверхности кле-
ток, которое входит в группу ингибиторов контроль-
ных точек иммунитета. Белок PD-1 играет важную 
роль в ингибировании иммунных реакций за счет 
подавления активности Т-клеток, индукции апопто-
за активированных антиген-специфичных Т-клеток 
и, наоборот, ингибирования апоптоза противовос-
палительных регуляторных Т-клеток [30]. Недавно 
с использованием мышиных моделей была показана 
обратная зависимость между эффективностью анти-
PD-1-терапии и уровнем экспрессии PCSK9, а со-
вместное ингибирование PD-1 и PCSK9 значительно 
повышает противоопухолевый эффект [31]. В сово-
купности с обнаруженным нами значительным повы-
шением экспрессии PCSK9 в опухолевой ткани эти 
данные показывают, что одновременное блокирование 
PD-1/PCSK9 может рассматриваться как перспектив-
ный подход к повышению эффективности терапии 
опухолей пищевода человека.

Кластерный анализ паттернов изменения экс-
прессии генов ПБК в образцах опухоли пищевода 
и в нормальной ткани позволил выявить две группы 
образцов (рис. 3). В первую группу вошли 9 (47%) об-
разцов, в которых была значительно повышена экс-
прессия гена PCSK9 (рис. 3, кластер EC1). Вторая 
группа была менее гомогенной (рис. 3, кластер EC2), 
в ее состав входили образцы со значительно повы-
шенной экспрессией генов PCSK6 (три образца, 16%), 
PCSK2 (два образца, 10%), PCSK1 (один образец, 5%), 
PCSK5 (один образец, 5%) либо отсутствовали вы-
раженные изменения какого-либо отдельного гена 
(три образца, 16%). Выявленные в опухолях пище-
вода паттерны изменения экспрессии генов ПБК от-

Рис. 1. Характеристики образцов и тепловая карта 
отношения уровней мРНК генов ПБК в опухолевой 
и окружающей нормальной ткани пищевода. Тепловая 
карта приведена в log2-шкале. Серым цветом обозна-
чены образцы, в которых мРНК гена не детектирова-
лась ни в опухолевой, ни в нормальной ткани. Указана 
локализация опухоли: средняя треть (сред) и нижняя 
треть (ниж) пищевода. «–» – данные отсутствуют. T, 
N, M – стадии опухоли по TNM-классификации

E1 М 76 2 3 0 0 нет сред
E2 М 77 2 3 0 0 нет ниж
E3 М 72 3 3 1 0 нет ниж
E4 М 70 3 3 1 0 да сред
E5 М 59 2 2 0 0 да ниж
E6 М 71 2 3 0 0 да сред
E7 М 74 3 2 1 0 нет ниж
E8 М 65 2 - - - да сред
E9 М 68 3 3 1 0 нет сред
E10 М 71 2 3 0 0 да сред
E11 Ж 85 2 3 0 0 нет сред
E12 М 72 2 3 0 0 да ниж
E13 Ж 81 3 4 1 0 да ниж
E14 М 76 3 3 1 0 нет сред
E15 М 76 2 3 0 0 да ниж
E16 М 91 3 4 1 0 нет ниж
E17 М 87 3 3 1 0 да сред
E18 М 74 3 - - - да сред
E19 Ж 82 3 3 1 0 да сред
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личаются от выявленных нами в опухолях легкого 
[13]. Так, в опухолях пищевода отсутствуют класте-
ры с преобладающим изменением экспрессии генов 
FURIN и PCSK1, в которые входило большинство об-
разцов опухолей легкого (18 из 30, 60%). А в опухо-
лях легкого отсутствует наиболее представленный 
в опухолях пищевода кластер с преобладающим из-
менением экспрессии гена PCSK9. При этом образцы 
с измененной экспрессией гена PCSK6 выявляются 
в обеих нозологиях. Полученные данные указыва-
ют на то, что паттерны изменения экспрессии генов 
ПБК в опухолевой ткани по сравнению с окружаю-
щей ее нормальной тканью различаются между раз-
ными типами опухолей, однако в каждом конкретном 
случае выявляется ограниченный набор сценариев 
изменения экспрессии генов ПБК.

В результате изучения функций ПБК, в том числе 
с использованием грызунов с нокаутом генов, уста-
новлено, что большинство ферментов этой группы 
имеют перекрывающуюся субстратную специфич-
ность. Показано, что PCSK1 и PCSK2 могут дей-
ствовать на общие субстраты, а субстратная специ-
фичность белков FURIN, PCSK5, PCSK6 и PCSK7 
перекрывается настолько, что они могут частично 
компенсировать отсутствие друг друга в тканях 
[32, 33]. В то же время ферменты PCSK4, PCSK9 
и MBTPS1 действуют на узкий спектр достаточно 
специфичных субстратов. В этой связи функцио-
нирование шести ПБК – PCSK1, PCSK2, PCSK5, 
PCSK6, PCSK7 и FURIN – потенциально можно рас-
сматривать как единую процессирующую систему. 
Кластерный анализ паттернов изменения экспрессии 
генов этих шести ПБК на общей выборке опухолей 
легкого и пищевода выявил четыре группы образ-
цов (рис. 4). Три группы включали в себя почти три 
четверти образцов (n = 36, 73.5%) и характеризова-
лись преобладающим изменением экспрессии одного 

гена ПБК – PCSK6, PCSK1 или FURIN (группы соот-
ветствуют кластерам C1, C2 и C3 на рис. 4). Группа 
C3 состояла исключительно из образцов опухолей 
легкого, в то время как в C1 и C2 входили образцы 
обеих нозологий. Четвертая группа, соответствую-
щая кластеру C4 на рис. 4, была более гетерогенной 
и включала в себя оставшуюся четверть образцов 
(n = 13, 26.5%). В этой группе можно выделить три 
подгруппы, две из которых включают пять образцов 
со значительно измененной экспрессией генов PCSK2 
или PCSK5. Однако большинство образцов (8 из 13) 
составляют третью подгруппу, которая характери-
зовалась одновременным повышением экспрессии 
генов PCSK6, PCSK7 и FURIN на фоне отсутствия 
экспрессии PCSK1.

Мы не обнаружили статистически значимых кор-
реляций между выявленными группами образцов 
и доступными нам клиническими данными пациен-
тов. Для выявления таких корреляций необходимо 
более подробное исследование на расширенной вы-
борке образцов, вероятно, разных нозологий, вклю-
чающее анализ дополнительных клинических ха-
рактеристик, в частности, резистентности пациентов 
к лекарственным препаратам, частоты рецидивов 
и выживаемости пациентов. Тем не менее, получен-
ные данные могут указывать на существование огра-
ниченного количества сценариев изменения экспрес-
сии генов ПБК при злокачественной трансформации 
клеток и формировании опухолей легкого и пищево-
да, а также, возможно, опухолей других нозологий.

К сожалению, имеющаяся на сегодняшний день 
информация позволяет лишь предположить природу 
различий между выявленными группами образцов. 
Например, высокая экспрессия гена PCSK6 в груп-
пе C1 может указывать на активную перестройку 
опухолевого микроокружения и тем самым коррели-
ровать с инвазивностью и/или метастатической ак-

Рис. 2. Экспрессия генов ПБК в нормальных и опухолевых тканях пищевода. Уровни мРНК генов ПБК опреде-
ляли с помощью ПЦР в реальном времени как указано в «Экспериментальной части», после чего нормировали 
по уровню мРНК референсного гена GAPDH. Статистическую значимость различий в относительных уровнях 
мРНК генов ПБК в опухолевой и окружающей нормальной ткани оценивали с помощью парного критерия Уил-
коксона. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
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Рис. 3. Анализ паттернов изменения экспрессии генов 
ПБК при раке пищевода. Отношения уровней мРНК ге-
нов ПБК в опухолевой ткани пищевода и в окружающей 
нормальной ткани были нормированы в каждом об-
разце и представлены как доля от единицы на тепловой 
карте. Серым обозначены образцы, в которых мРНК 
гена не детектировалась ни в опухолевой, ни в нормаль-
ной ткани. Нормированные данные были кластеризова-
ны как указано в разделе «Экспериментальная часть», 
дендрограмма показывает расстояния между образца-
ми. Выявленные кластеры обозначены как EC1 и EC2
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тивностью опухоли [25, 26]. Увеличенная экспрессия 
гена PCSK1 в группе C2 может быть следствием воз-
можного происхождения опухоли из нейроэндокрин-
ных клеток [34, 35]. А повышенный уровень мРНК 
гена FURIN в группе C3 может быть ассоциирован 
с активной экспрессией и процессингом рецептора 
инсулиноподобного фактора роста 1 (IGF-1R) в опу-
холях, указывая на их повышенную агрессивность 
[36]. Очевидно, выяснение причин формирования 
выявленных сценариев изменения экспрессии генов 
ПБК требует дополнительных исследований.

Необходимо отметить, что настоящее исследова-
ние проведено на относительно небольшом количе-

Рис. 4. Анализ пат-
тернов изменения 
экспрессии шести 
ключевых генов ПБК 
при раке легкого 
и пищевода. Отно-
шения уровней мРНК 
генов ПБК в ткани 
опухолей легкого 
и пищевода и в окру-
жающей нормальной 
ткани были норми-
рованы в каждом 
образце и пред-
ставлены как доля 
от единицы на тепло-
вой карте. Образцы 
легкого обозначены 
как L1–L30, образцы 
пищевода – E1–E19. 
Серым обозначе-
ны образцы, в ко-
торых мРНК гена 
не детектировалась 
ни в опухолевой, 
ни в нормальной тка-
ни. Нормированные 
данные были класте-
ризованы как указано 
в разделе «Экспери-
ментальная часть», 
дендрограмма по-
казывает расстояния 
между образцами. 
Выявленные кластеры 
обозначены C1–C4
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стве образцов. В связи с этим выявленные измене-
ния в экспрессии генов ПБК, а также обнаруженные 
при проведении кластерного анализа группы образ-
цов, следует уточнить на расширенной выборке. Тем 
не менее, проанализированные образцы, получен-
ные от пациентов с опухолями легкого и пищевода, 
представляют собой две независимые и достаточно 
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разнородные выборки, при анализе которых, однако, 
обнаружены схожие закономерности. Это позволяет 
предполагать, что данные закономерности являются 
достаточно ярко выраженными и потому могут быть 
выявлены даже на относительно небольшой выборке.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенный нами анализ показал, что в опухо-
лях пищевода человека повышена экспрессия ге-
нов PCSK6, PCSK9, MBTPS1 и FURIN. Это указы-
вает на потенциальную вовлеченность данных ПБК 
в формирование и прогрессию злокачественных 
новообразований пищевода. При этом роль PCSK9 
и MBTPS1 в патологическом процессе, вероятно, 
связана с участием белковых продуктов этих ге-

нов в метаболизме липидов и/или с избеганием 
иммунного ответа опухолевыми клетками. Нами 
обнаружено, что изменение экспрессии генов ПБК 
в опухолях пищевода и легкого имеет ограниченный 
набор сходных сценариев. Это может указывать 
на существование общих механизмов злокачествен-
ной трансформации клеток легкого и пищевода, 
а также, возможно, опухолей другой локализации. 

Исследование выполнено в рамках 
государственного задания  

НИЦ «Курчатовский институт».

Приложения доступны на сайте  
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27437.
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РЕФЕРАТ Кризис антибиотикорезистентности бросает вызов глобальной системе здравоохранения. 
Классические антибиотики все чаще становятся неэффективными в клинической практике. Более 
того, введение в клиническую практику новых антимикробных агентов в горизонте всего нескольких 
лет приводит к возникновению антибиотикорезистентных штаммов патогенов. Таким образом, раз-
работка платформ массированного создания и поиска новых антимикробных агентов представляет 
особую значимость в условиях возникновения антибиотикорезистентных штаммов патогенов и частой 
неэффективности классических антибиотиков. Массированный поиск позволит многократно сократить 
время, необходимое для идентификации наиболее перспективных лекарственных кандидатов. ДНК-
кодируемые антимикробные агенты, в свою очередь, открывают уникальные возможности для широ-
комасштабного создания новых антибиотиков. В данной работе клетки дрожжей Pichia pastoris были 
генетически модифицированы с целью продукции панели антимикробных пептидов (АМП) и после-
дующего высокопроизводительного отбора продуцентов АМП, подавляющих рост бактерий in situ. 
Наибольшей антимикробной активностью обладали дрожжевые клоны-продуценты танатина и про-
тегрина-1. При этом уровень продукции рекомбинантного танатина был значительно выше, чем про-
тегрина-1, что коррелирует с данными о его низкой токсичности. Разработанные методы массиро-
ванной оценки активности ДНК-кодируемых антимикробных агентов позволяют идентифицировать 
лекарственные кандидаты с повышенным терапевтическим индексом. Развитие методов направленного 
создания искусственного разнообразия АМП и использование технологий глубокого функционального 
профилирования антимикробной активности позволят разработать новые АМП с улучшенными тера-
певтическими характеристиками. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА антимикробные пептиды, дрожжи Pichia pastoris, гетерологическая продукция, поиск 
матриц, протегрин-1, танатин.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АМП – антимикробные пептиды; GAP – глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа; 
GFP – зеленый флуоресцентный белок; NGS – секвенирование нового поколения.

ВВЕДЕНИЕ
Распространение антибиотикорезистентности при-
водит к снижению эффективности традиционных 
антибиотиков широкого спектра, что ограничивает 
возможности лечения бактериальных инфекций [1]. 
Также увеличивается обеспокоенность по поводу 
развития перекрестной резистентности [2, 3]. Все 

это делает необходимым расширение спектра и мас-
штаба скрининга потенциальных антибиотиков, 
чтобы противостоять быстрым темпам адаптации 
микроорганизмов к лекарственным средствам [4, 5]. 

Природные источники являются обширным ре-
сурсом веществ, обладающих антимикробной актив-
ностью, однако поиск и наработка таких соединений 
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часто ограничены культивируемыми и высокопред-
ставленными штаммами микроорганизмов [6]. Это, 
в свою очередь, порождает проблему переоткрытия 
уже известных антибиотиков. Одним из способов 
решения данной проблемы является применение 
ультравысокопроизводительного скрининга образ-
цов из разнообразных источников [7]. Такой подход 
позволяет находить вещества разной химической 
природы. Однако дальнейшее изменение свойств та-
ких антибиотиков требует привлечения химического 
синтеза или культивирования продуцента и нара-
ботки целевого вещества для последующих экспе-
риментов, связанных с его модификацией. 

Перспективным классом альтернативных анти-
биотиков являются антимикробные пептиды (АМП) 
[8]. Природные антимикробные пептиды, активные 
в отношении грамотрицательных бактерий, пред-
ставляют исключительный интерес в рамках борьбы 
с распространением внутрибольничных инфекций 
и антибиотикорезистентности [9]. Одним из преиму-
ществ АМП является их генетически кодируемая 
природа и простой биосинтетический путь, который 
можно адаптировать к продукции в гетерологичном 
продуценте. Это позволяет легко вносить измене-
ния в структуру и упрощает процедуру скринин-
га и улучшения фармакологических свойств АМП. 
Анализ баз данных пептидов позволяет проводить 
поиск новых АМП в природных источниках [10]. 
С этой целью используют также анализ метагеном-
ных и протеомных данных, из которых вычленяют 
потенциальные АМП и затем проверяют их анти-
микробную активность [11, 12]. 

Другой подход – использование искусственного 
разнообразия молекул на основе рационального ди-
зайна и de novo подходов. Созданные библиотеки 
вариантов АМП получают и проверяют с исполь-
зованием технологий химического синтеза [13], фа-
гового [14] или дрожжевого дисплея [15]. Широкое 
развитие в последние годы получили технологии de 
novo дизайна АМП с использованием искусственно-
го интеллекта и нейросетей [16]. Многие подобные 
подходы опираются на методы направленной эволю-
ции, имитируя природный процесс при создании но-
вых молекул. Выбор стартовой точки для генериро-
вания новой молекулы крайне важен для навигации 
по поверхности эволюционного ландшафта (рис. 1). 
Это позволит анализировать разнообразные пути 
направленной эволюции и находить наиболее под-
ходящие варианты. При такой постановке началь-
ных условий сокращается вероятность следования 
по тупиковой, единообразной эволюционной ветви. 

В настоящее время цитотоксичность, а также ме-
ханизмы действия АМП оценивают на искусствен-
ных системах, использующих в качестве модель-

ных мембран везикулы, липосомы и искусственные 
мембраны [17]. Данные методы позволяют прибли-
женно оценить, как происходят взаимодействия 
пептидов с бактериальными или эукариотическими 
мембранами, однако они проводятся уже после эта-
пов первичного скрининга антимикробной активно-
сти и отбора активных пептидов. Чтобы сократить 
количество этапов проверки и увеличить пропуск-
ную способность исследований, можно использо-
вать продукцию АМП в эукариотической клетке, 
и напрямую оценивать антимикробную активность 
продуцента. В подобной гетерологической системе 
потенциально цитотоксические пептиды не будут 
иметь высокий выход или будут существенно вли-
ять на рост популяции продуцента. Таким образом 
можно сократить число вариантов для дальнейшего 
более тщательного исследования свойств отобран-
ных АМП. Подобный подход может значительно 
ускорить время анализа.

В качестве подобного гетерологического про-
дуцента интерес представляют дрожжи Pichia 
pastoris, которые совмещают все особенности эу-
кариотической клетки, включая способность к пост-
трансляционным модификациям, со скоростью 
роста, сопоставимой с бактериальной, и высоким 
уровнем продукции рекомбинантных белков [18].

Данная работа направлена на исследование 
особенностей гетерологической продукции АМП 
в дрожжах и применение рекомбинантных техно-
логий к поиску матриц для создания новых анти-
микробных пептидов.

Пространство последовательностей
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Рис. 1. Схематическое представление процесса на-
правленной эволюции в координатах пространства 
последовательностей и приспособленности
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Бактериальные и дрожжевые штаммы 
Использовали метилотрофные дрожжи P. pastoris 
GS115 (Invitrogen, США), клонирование и наработ-
ку плазмид осуществляли в клетках Escherichia coli 
XL-Blue («Евроген», Россия), в качестве таргетной 
бактерии использовали E. coli ΔlptD (любезно пре-
доставлена И.А. Остерманом).

Клонирование генов АМП
Экспрессионный вектор pGAP4 получен путем за-
мены промотора PAOX1 в векторе pPIC9k (Invitrogen) 
последовательностью промотора PGAP из вектора 
pGAPZa (Thermo Fisher Scientific Inc., США) с по-
мощью набора HiFi DNA assembly kit (New England 
Biolabs, Великобритания).

Нуклеотидные последовательности генов АМП 
оптимизировали с использованием программы 
GeneArt GeneOptimizer (Thermo Fisher Scientific 
Inc.) для продукции в клетках P. pastoris. Гены 
синтезировали методом ПЦР с взаимно перекры-
вающимися праймерами и клонировали в экс-
прессионный вектор pGAP4 с помощью набо-
ра HiFi DNA assembly kit (New England Biolabs). 
Клонированные гены АМП располагались в единой 
рамке считывания с геном альфа-фактора дрож-
жей, обеспечивающим секрецию пептидных моле-
кул в культуральную среду. В процессе транспорта 
последовательность альфа-фактора процессируется 
эндопептидазой KEX2, и в культуральную среду 
выделяется пептид в активной форме. Библиотека 
АМП в векторе pGAP_AMP была линеаризована 
по сайту рестрикции AvrII для дальнейшей транс-
формации в клетки дрожжей.

Трансформация дрожжевых клеток
Клетки дрожжей P. pastoris GS115 трансфор-
мировали линеаризованной библиотекой плаз-
мид pGAP_AMP согласно протоколу [19 ] . 
Трансформированные клетки дрожжей отбирали 
на агаризованной среде RDB (1 М сорбитол, глюко-
за 20 г/л, YNB 13.4 г/л, биотин 0.4 мг/л, 0.005 г/л не-
заменимых аминокислот (L-глутаминовая кислота, 
L-метионин, L-лизин, L-лейцин и L-изолейцин), агар 
18 г/л) и растили в воздушном термостате при 30°С 
в течение 72 ч.

Анализ антимикробной активности
Трансформированные клоны дрожжевой библиоте-
ки высевали на чашки с питательной средой YPD-
агар (2% пептона, 1% дрожжевого экстракта, 2% 
глюкозы, 100 мМ калий-фосфатного буфера рН 6.0, 
1.8% агар-агара) и инкубировали при 30°С в течение 

48 ч. Бактерию-мишень E. coli ΔlptD GFP высева-
ли в ночную культуру. Мягкий агар (0.8% трипто-
на, 0.5% дрожжевого экстракта, 0.25% NaCl и 0.5% 
агарозы) инокулировали ночной культурой бакте-
рии-мишени до конечной концентрации 105 КОЕ/мл, 
покрывали им колонии дрожжей и инкубировали 
при 37°С в течение 18 ч до образования зон ингиби-
рования роста.

Анализ уровня продукции АМП в жидкой 
культуре
Дрожжевые штаммы-продуценты АМП культиви-
ровали в питательной среде YPD (2% пептона, 1% 
дрожжевого экстракта, 2% глюкозы, 100 мМ калий-
фосфатного буфера рН 6.0) в колбах на качалке 
при 30°С и 180 об/мин в течение ночи. Через 24, 48 
и 72 ч отбирали аликвоты среды, которые анализи-
ровали методом электрофореза в трициновом буфе-
ре в полиакриламидном геле в соответствии с про-
токолом [20]. Уровень продукции АМП оценивали 
по интенсивности окрашивания полос красителем 
Кумасси. 

Идентификация пептидов у клонов 
с антимикробной активностью
Активные дрожжевые клоны выращивали на се-
лективной среде RDB. Геномную ДНК выделяли 
с использованием ацетата лития и SDS соглас-
но протоколу [21]. Гены АМП амплифицировали 
методом ПЦР с использованием фланкирующих 
праймеров: Forw 5’-TGCTAAAGAAGAAGGGGTAT-
CTCT GGAGA AAAG-3’ и Rev 5’-GAACTGAGGAAC-
AG TCAT GTCT AAGGCTACAAA-3’. ПЦР-продукты 
секвенировали методом Сэнгера, ген пептида иден-
тифицировали, выравнивая полученную нуклеотид-
ную последовательность по последовательности ге-
нов АМП из панели.

Выделение геномной ДНК дрожжей и подготовка 
образцов для NGS-секвенирования 
Геномную ДНК выделяли из объединенного пула 
трансформированных клонов дрожжей согласно 
протоколу [21]. Гены АМП амплифицировали с по-
мощью эмульсионной ПЦР (эПЦР) согласно прото-
колу [22] с использованием праймеров, указанных 
выше. Полученный пул ПЦР-продуктов был до-
полнительно очищен с помощью магнитных частиц 
VAHTS DNA Clean Beads (Vazyme, Китай).

NGS-секвенирование
Подготовленные ПЦР-продукты амплифицировали 
с использованием набора REPLI-g Single Cell Kit 
(Qiagen, Германия). Секвенирование проводили с ис-
пользованием генетического анализатора HiSeq2500, 
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HiSeq PE Cluster Kit v4 cBot и HiSeq SBSKit v4 (250 
циклов) (Illumina, США) в соответствии с инструк-
циями производителя. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Подбор панели антимикробных пептидов из баз 
данных АМП
Опираясь на базы данных АМП, такие как APD3 
[23] и DBAASP [24], была составлена панель 
АМП с выраженной антимикробной активностью 
(табл. 1).

Проверка универсальности применения дрож-
жей в качестве гетерологического продуцента 
АМП требует валидации на панели АМП с разно-
образными физико-химическими характеристика-
ми. Опираясь на данный критерий, мы выбирали 
последовательности АМП с учетом относительно 
высокой антимикробной активности, разнообразия 
структуры и длины аминокислотной последова-
тельности. Таким образом была составлена панель 
АМП, охватывающая широкий спектр структурных 
матриц.

Создание генетических конструкций панели 
АМП и трансформация клеток дрожжей
Нуклеотидные последовательности генов анти-
микробных пептидов оптимизировали с помощью 
программного обеспечения GeneArt GeneOptimizer 
(Thermo Fisher Scientific Inc.), и синтезирован-
ные фрагменты клонировали в дрожжевой век-
тор для секретируемой продукции pGAP4_AMP 
(рис. 2). Благодаря наличию сильного конститу-
тивного промотора гена глицеральдегид-3-фосфат-
дегидрогеназы (GAP) для продукции целевых 

пептидов не требуется добавление индуктора. 
Полученные генетические конструкции трансфор-
мировали в клетки дрожжей единым пулом. С 1 мкг 
библиотеки плазмид получено 104 дрожжевых кло-
на, которые были объединены в единую библиотеку 
для проведения функциональных исследований.

Анализ представленности генов АМП из панели
Количество полученных клонов дрожжей на три 
порядка превышает количество вариантов анали-
зируемых генов АМП, что свидетельствует о до-
статочной представительности данной библиотеки. 
Для проверки наличия всех генов АМП из панели 
и их соотношения мы выделили тотальную геном-
ную ДНК и провели NGS-анализ. Согласно данным 
секвенирования, в библиотеке присутствуют все 
гены АМП из панели (рис. 3).

Таблица 1. Панель АМП с выраженной антимикробной активностью

Антимикробный пептид Аминокислотная последовательность* Размер, число а.о. Тип структуры

 TP4 FIHHIIGGLFSAGKAIHRLIRRRRR 25 β-шпилька

Протегрин-1 RGGRLCYCRRRFCVCVGR 18 β-шпилька

Магаинин-1 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS 23 α-спираль

Мелиттин GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 26 α-спираль

Мастопаран INLKAIAALAKKLF 14 α-спираль

Танатин GSKKPVPIIYCNRRTGKCQRM 21 β-шпилька

HNP-1 ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC 30 β-шпилька

Тахиплезин-1 KWCFRVCYRGICYRRCR 17 β-шпилька

Индолицидин ILPWKWPWWPWRR 13 α-спираль

Арминин 1a KPWRFRRAIRRVRWRKVAPYIPFVVKTVGKK 31 α-спираль

*Аминокислотная последовательность, длина и структура АМП уточнены в APD3 [23] и DBAASP [24]. 

Рис. 2. Схема 
генетической 
конструкции 
для конститу-
тивной про-
дукции АМП 
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Анализ антимикробной активности дрожжевой 
библиотеки продуцентов АМП
Антимикробную активность проверяли путем ана-
лиза образования зон ингибирования роста бак-
терии-мишени E. coli ΔlptD на питательной среде 
в чашках Петри (рис. 4).

Количество проанализированных клонов состави-
ло ~ 3000, что более чем на два порядка покрывает 
исследуемую библиотеку АМП. Таким образом, ве-
роятность потери клона, несущего ген какого-либо 
из выбранных АМП, в связи с недостаточным коли-
чеством проанализированных клонов была сведена 
к минимуму. Из 55 клонов выделили геномную ДНК. 
Участок, содержащий ген АМП, амплифицировали 
и проанализировали с помощью секвенирования 
по Сэнгеру. В ходе анализа установлено, что 37 кло-
нов содержали ген танатина, а 18 – протегрина-1. 

Активные клоны дрожжей демонстрировали 
крупные зоны ингибирования роста таргетной бак-
терии, которые потенциально могли перекрываться 
с зонами от других пептидов. Чтобы исключить воз-
можные потери активных клонов, мы дополнитель-
но клонировали новый пул генов АМП, из которо-
го были исключены гены протегрина-1 и танатина. 
Анализ активности клонов в уменьшенной библио-
теке не выявил новых активных кандидатов. 

Уровень продукции АМП активными клонами 
проанализирован также по интенсивности полос 
в полиакриламидном геле (рис. 5). 

Образцы культуральной среды характеризова-
лись высоким уровнем продукции рекомбинантно-
го танатина, что видно по наличию четкой полосы 
в низкомолекулярной области электрофореграммы. 
В то же время отсутствие соответствующих полос 
в культуральных средах от продуцентов протегри-
на-1 указывало на низкий уровень продукции этого 
пептида. Однако рекомбинантные дрожжевые кло-
ны-продуценты, несмотря на низкий уровень про-
дукции протегрина-1, демонстрировали детектируе-
мый уровень антимикробной активности, поскольку 
сам этот АМП обладает значительной антимикроб-
ной активностью.

арминин 1а

индолицидин

тахиплезин-1

HNP-1

танатин

мастопаран

мелиттин

магаинин

протегрин-1

TP4

0 5 10 15 20 25%

Рис. 3. Анализ представленности генов АМП в дрож-
жевой библиотеке. По оси абсцисс отложены доли (%) 
от общего количества последовательностей

Рис. 4. Анализ образования зон ингибирования роста 
таргетной бактерии Escherichia coli ΔlptD клонами 
дрожжей, трансформированных pGAP_AMP

Рис. 5. Электрофореграмма проб культуральных сред 
продуцентов АМП в трициновом ПААГ. Отмечены 
временные точки отбора культуральной среды после 
культивирования клонов-продуцентов протегрина-1 
и танатина. ON – среда после культивирования в тече-
ние ночи, М – маркер молекулярных масс белков
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Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что в данной системе можно детектировать АМП 
как за счет высокой продукции, так и по уровню 
антимикробной активности.

ОБСУЖДЕНИЕ
Антимикробные пептиды (АМП) широко распро-
странены в природе в качестве защитных и сиг-
нальных молекул [25]. В основном они состоят 
из 5–50 аминокислотных остатков, зачастую с пре-
обладанием положительно заряженных и гидро-
фобных боковых цепей. Большая группа АМП 
не имеет специфической белковой мишени в бак-
териальных клетках, поскольку действует на мем-
брану или вызывает окислительный стресс, что за-
трудняет выработку бактериями устойчивости 
к АМП [26]. Известно также, что резистентные 
к антибиотикам бактерии могут проявлять повы-
шенную чувствительность к АМП [27]. Таким обра-
зом, АМП являются перспективными кандидатами 
на роль альтернативных антимикробных соедине-
ний для борьбы с множественной лекарственной 
устойчивостью.

Метилотрофные дрожжи P. pastoris являются 
удобным и экономичным гетерологическим проду-
центом, поскольку для них доступен обширный на-
бор генно-инженерных инструментов для продук-
ции широкого спектра белковых молекул, а также 
за счет низкой себестоимости необходимых ком-
понентов сред. Детекция антимикробной актив-
ности в гетерологическом продуценте способству-
ет значительному сокращению затрат на синтез 
и первичный анализ активности АМП. В данной 
работе получена библиотека дрожжевых клонов, 
продуцирующих панель антимикробных пептидов. 
Одновременный анализ активности дрожжевых 
клонов позволил сравнить потенциальную токсич-
ность выбранных пептидов в отношении эукариоти-
ческих клеток и их удельную активность. Показана 
выраженная антимикробная активность клонов-про-
дуцентов протегрина-1 и танатина. 

Известно, что протегрин-1 обладает высокой ге-
молитической активностью и цитотоксичностью [28], 
тогда как танатин, действие которого направлено 
на бактериальные мишени, не вызывает выражен-
ного гемолиза [29] и проявляет низкую токсичность 
в клетках млекопитающих [30]. Это может быть од-
ной из причин наблюдаемых в нашей работе раз-
личий в уровне продукции данных АМП. Штаммы-
продуценты остальных пептидов из  панели 
не проявили выраженного антимикробного эффекта 
по отношению к таргетной бактерии. Причиной по-
добного может быть потенциальная фунгицидная 
активность соответствующих АМП по отношению 

к клеткам дрожжей P. pastoris. С другой стороны, 
дрожжи относятся к домену эукариоты, соответ-
ственно, АМП, действующие на эукариотические 
мембраны за счет неспецифического механизма 
действия будут токсичными для клеток дрожжей. 
Это, в свою очередь, может снизить уровни продук-
ции и, как следствие, привести к отсутствию ан-
тимикробной активности у дрожжевого продуцен-
та. Однако подобный эффект можно использовать 
для исключения АМП, которые обладают низкой 
селективностью по отношению к бактериальным 
мембранам и будут токсичными для эукариотиче-
ских клеток. Потенциально токсичные варианты 
должны обладать высокой удельной активностью 
для успешной детекции в рамках подобного скри-
нинга.

Таким образом, можно заключить, что скрининг 
активных вариантов АМП посредством рекомби-
нантной продукции в дрожжевых клетках позволя-
ет отбирать пептиды с разными характеристиками. 
Подобная система может применяться для поиска 
новых матриц для создания искусственного разно-
образия вариантов АМП и последующего улучше-
ния их фармакокинетических свойств.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках данного исследования составлена панель 
АМП для создания пула рекомбинантных проду-
центов. Метилотрофные дрожжи P. pastoris были 
генетически модифицированы для секретируемой 
продукции антимикробных пептидов. Анализ зон 
ингибирования роста клонов дрожжей показал, 
что наиболее выраженной активностью обладают 
продуценты пептидов протегрина-1 и танатина. 
Анализ уровня продукции протегрина-1 и тана-
тина показал более высокое содержание танатина 
в культуральной среде по сравнению с протегри-
ном-1, что свидетельствует о разных причинах про-
явления высокой активности дрожжевых клонов. 
В случае танатина – за счет высокого уровня про-
дукции, в случае протегрина-1 – за счет высокой 
удельной активности. Таким образом, использование 
дрожжевых клеток в качестве продуцентов АМП 
и создание на их основе пула клеток, обладающих 
антимикробной активностью, позволяет одновремен-
но анализировать антимикробные свойства веществ 
в одинаковых условиях, сокращая время и затраты 
на проведение подобных исследований. Показан по-
тенциал рекомбинантных технологий в разработке 
методов широкомасштабных скрининговых исследо-
ваний антимикробных соединений. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ (проект № 21-14-00357).
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ВВЕДЕНИЕ 
Проблема коморбидности сахарного диабета и ише-
мической болезни сердца как двух распростра-
ненных патологий является одной из важнейших 
в современной экспериментальной и клинической 
кардиологии, учитывая их взаимное негативное 
влияние на прогноз и качество жизни больных. 
У пациентов с сахарным диабетом чаще возника-

ют окклюзии коронарных артерий, а сердце более 
чувствительно к ишемическому и реперфузионному 
повреждению (ИРП), чем у пациентов без диабета 
[1]. Как правило, защита сердца от ИРП миокарда 
при диабете оказывается неэффективной [2]. Это 
вызвано дефектами в сигнальных каскадах PI3K/
Akt и JAK2/STAT3, ключевых для защиты миокарда 
[3]. Диабетическая гипергликемия может вызывать 

РЕФЕРАТ Большинство клинических исследований подтверждает негативное влияние сахарного диабета 
(СД) на течение и исход сердечно-сосудистых осложнений, вызванных ишемическим/реперфузионным 
повреждением (ИРП) сердца, поэтому актуален поиск новых подходов к лечению ИРП диабетического 
миокарда. В представленной работе изучали влияние нейропептида галанина (G) на размеры инфаркта 
миокарда (ИМ), показатели функции митохондрий и энергетического состояния зоны риска (ЗР) у крыс 
с сахарным диабетом первого типа (СД1), подвергнутых региональной ишемии и реперфузии сердца. 
Галанин крысы был получен методом твердофазного синтеза с использованием Fmoc-стратегии и очи-
щен с помощью ВЭЖХ. СД1 индуцировали введением стрептозотоцина. ИРП сердца моделировали 
окклюзией передней нисходящей коронарной артерии и последующей реперфузией. G в дозе 1 мг/кг 
вводили в/в перед реперфузией. G уменьшал размеры ИМ и активность креатинкиназы-МВ в плазме 
крови диабетических крыс на 40 и 28% соответственно. Под действием G улучшалось дыхание мито-
хондрий в скинированных сапонином волокнах ЗР – максимальное АDP-стимулированное состояние 3, 
дыхательный контроль и функциональная связь митохондриальной креатинкиназы с окислительным 
фосфорилированием. G поддерживал достоверно более высокие уровни ATP, общего фонда аденинну-
клеотидов, аденилатного энергетического заряда кардиомиоцитов и снижал потери общего креатина 
в ЗР сердца диабетических крыс. Полученные результаты предполагают перспективность применения 
G при ИРП миокарда, осложненном CД1.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА галанин, крыса, стрептозотоциновый диабет, ишемия и реперфузия сердца, дисфунк-
ция митохондрий, энергетическое состояние миокарда, повреждение клеточных мембран. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АФК – активные формы кислорода; АЭЗ – аденилатный энергетический за-
ряд; ДК – дыхательный контроль; ЗР – зона риска; ИМ – инфаркт миокарда; ИРП – ишемическое/
реперфузионное повреждение; КК-МВ – креатинкиназа-МВ; ЛДГ – лактатдегидрогеназа; ЛЖ – ле-
вый желудочек; мт-КК – митохондриальная креатинкиназа; ОФ – окислительное фосфорилирование; 
ЛНА – левая нисходящая коронарная артерия; ПОЛ – перекисное окисление липидов; СД – сахарный 
диабет; СТЗ – стрептозотоцин; Cr – креатин; G – галанин; PCr – фосфокреатин; ∑AN – общий пул аде-
ниннуклеотидов; ∑Cr – общий креатин.
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дисфункцию митохондрий за счет увеличения экс-
прессии динамин-связанного белка 1 [4], блокирова-
ния митохондриальных АТР-зависимых K+-каналов 
[5] и инактивации фактора-1α, индуцируемого ги-
поксией (HIF-1α) [6]. Перечисленные метаболиче-
ские изменения способствуют десенсибилизации 
диабетического миокарда к терапевтическим вме-
шательствам против ИРП. В связи с этим актуален 
поиск новых фармакологических мишеней для про-
филактики и лечения ИРП миокарда при диабете.

В последнее время важную роль в регуляции 
функции сердца при патологических состояниях от-
водят галанинергической системе [7]. Нейропептид 
галанин (GWT LNSAGYL LGPH AIDN H RS FSD KHG-
LT-NH2) широко представлен в центральной и пери-
ферической нервной системе, а также в других тка-
нях [8]. В периферических органах, включая сердце, 
G действует не только через нейрональные меха-
низмы, но и активирует семейство трансмембран-
ных рецепторов GalR1-3 [9]. Недавно мы показали, 
что внутривенное введение G крысам после реги-
ональной ишемии миокарда значительно снижало 
некротическое повреждение кардиомиоцитов [10]. 
Этот эффект был опосредован активацией рецеп-
тора GalR2 и значительно снижался под влиянием 
М871, антагониста GalR2 [11]. Уменьшение размеров 
инфаркта миокарда (ИМ) под действием G сопрово-
ждалось снижением образования аддукта гидрок-
сильных радикалов 5,5-диметил-пирролин-N-оксид-
ОН и продуктов перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) в зоне риска (ЗР) при возобновлении крово-
тока. G способен также ингибировать свободнора-
дикальное окисление липопротеинов низкой плот-
ности в плазме крови человека [12]. Существенно, 
что G предотвращал развитие гипергликемии 
при стрептозотоциновом (СТЗ) диабете у крыс, 
улучшал метаболическое состояние сердца диабети-
ческих животных благодаря повышению дыхатель-
ной функции митохондрий и снижал образование 
продуктов ПОЛ в плазме крови [13]. Мы предпо-
ложили, что этот пептид, улучшающий образова-
ние энергии в митохондриях сердца и снижающий 
окислительный стресс, может быть перспективным 
для снижения ИРП сердца при СД1. Ранее влияние 
G на ишемизированный миокард, подвергнутый воз-
действию диабета, не изучалось. Для проверки этой 
гипотезы G был использован в период реперфузии 
после региональной ишемии миокарда у крыс с ги-
пергликемией, вызванной введением СТЗ. В этой 

работе критериями повреждения сердца служи-
ли размеры ИМ и активность маркеров некроза – 
креатинкиназы-МВ (КК-МВ) и лактатдегидрогена-
зы (ЛДГ) – в плазме. Для понимания механизмов 
действия G акцент сделали на энергетическом со-
стоянии ЗР и функции митохондрий, которая была 
охарактеризована параметрами дыхания волокон 
миокарда, скинированных сапонином. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Реагенты
Производные Fmoc-защищенных аминокислот были 
приобретены у Novabiochem и Bachem (Швейцария), 
реагенты для синтеза пептидов – у компании Fluka 
Chemie GmbH (Швейцария). Ферменты и химиче-
ские препараты для определения метаболитов и па-
раметров дыхания волокон миокарда приобретены 
у ООО «Мерк Лайф Сайенс» (Россия). Растворы го-
товили с использованием деионизированной воды 
(Millipore Corp., США).

Cинтез и хроматография пептида G 
Пептид G получен конвергентным синтезом 
на твердой фазе путем конденсации пептидных 
блоков, полученных на полимере и в растворе, 
и очищен с помощью препаративной ВЭЖХ до 98% 
чистоты на хроматографе Knauer (Германия) с ко-
лонкой (30 × 250 мм) Kromasil 100-10 ODS (Швеция) 
[14]. Аналитическую ВЭЖХ проводили на колонке 
Kromasil 100-5 C18 (4.6 × 250 мм), размер частиц 
сорбента 5 мкм; в качестве элюентов использова-
ли: буфер А – 0.1% TFA, буфер Б – 80% ацетони-
трил в буфере А, элюция проводилась линейным 
градиентом от 20 до 80% Б за 30 мин со скоростью 
1 мл/мин, детекция при λ = 220 нм (Приложения, 
рис. S1). Структуру пептида подтверждали методом 
масс-спектрометрии MALDI-TOF/TOF на приборе 
UltrafleXtreme Bruker Daltonics GmbH (Германия), 
оснащенном УФ-лазером (Nd) (Приложения, 
рис. S2). Характеристики пептида G приведены 
в табл. 1.

Дизайн эксперимента 
В работе использовали крыс-самцов Вистар мас-
сой 280–290 г, полученных из питомника живот-
ных «Столбовая» Научного центра биомедицинских 
технологий (Москва, Россия). Животных содержали 
в индивидуальных клетках при температуре 20–

Таблица 1. Характеристики нейропептида G 

Аминокислотная последовательность Мол. масса, 
г/моль

MALDI-TOF,  
m/z

Растворимость 
в воде, мг/мл

Чистота, 
ВЭЖХ, %

GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLT-NH2 3164.45 3163.474 [M + H]+ >40 98.10
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25°С с естественным циклом света и темноты, они 
имели свободный доступ к стандартному гранулиро-
ванному рациону и воде. Перед исследованием всех 
животных взвешивали. После 24-часового голода-
ния у 10 крыс забирали кровь из хвостовой вены 
для определения концентрации глюкозы и активно-
сти КК-МВ и ЛДГ в плазме. Затем крыс наркотизи-
ровали 2,2,2-трибромэтанолом (1 мг/кг в/б авертин, 
«Мерк», Россия) и выделяли сердца для определе-
ния показателей энергетического обмена (n = 5) 
и параметров дыхания митохондрий в волокнах ле-
вого желудочка (ЛЖ) сердца (n = 5) (исходное со-
стояние – группа ИС). Оставшихся крыс распреде-
ляли случайным образом на пять групп по 15 крыс 
в каждой: контроль (К), ИРП сердца (ИР); диабет 
(Д), диабет с последующим ИРП сердца (Д+ИР), ди-
абет с ИРП сердца и с введением G на реперфузии 
(Д+ИРG). В группе ИР повреждение сердца моде-
лировали окклюзией левой нисходящей коронарной 
артерии (ЛНА) и последующей реперфузией [11]. 
Острый СД1 вызывали однократной инъекцией СТЗ 
(60 мг/кг, в/в) [15]. О развитии диабета судили по по-
вышению уровня глюкозы в крови до 12 мМ и выше 
через 2 дня после инъекции СТЗ. Уровень глюко-
зы не снижался в течение 16 дней эксперимента 
у всех животных, получавших CТЗ. Группа Д+ИР 
получала однократную инъекцию СТЗ (60 мг/кг, в/в). 
Животных этой группы после 16-дневного экспери-
мента подвергали окклюзии ПНА и реперфузии, та-
кой же длительности, как в группе ИР. Животным 
группы Д+ИРG вводили однократно СТЗ (60 мг/кг, 
в/в) и через 16 дней моделировали ИРП. Пептид 
G в физиологическом растворе вводили в/в в дозе 
1 мг/кг болюсом в начале реперфузии. Доза G была 
выбрана на основе наших предыдущих результатов 
[11]. Крысы контрольной группы получали одно-
кратную в/в инъекцию 0.1 М цитратного буфера 
рН 4.5 (растворитель СТЗ). Массу тела и уровень 
глюкозы в крови животных экспериментальных 
групп определяли еженедельно. После 16-дневного 
исследования образцы крови собирали из хвостовой 
вены у крыс всех групп для определения активно-
сти КK-MB и ЛДГ в плазме. В сердце пяти живот-
ных из групп ИР, Д+ИР и Д+ИРG гистохимическим 
методом оценивали размеры ЗР и ИМ. У пяти крыс 
из экспериментальных групп после анестезии авер-
тином (1 мг/кг, в/б) выделяли сердце и заморажи-
вали его в жидком азоте с использованием щипцов 
Волленбергера для последующего анализа метабо-
литов. Оставшихся пять животных из этих групп 
использовали для определения параметров дыхания 
митохондрий в волокнах левого желудочка (ЛЖ) 
сердца. Схема экспериментального протокола пока-
зана на рис. 1.

Модель региональной ишемии и реперфузии 
сердца крысы 
Крыс групп ИР, Д+ИР и Д+ИРG наркотизирова-
ли 20% уретаном (1200 мг/кг веса, в/б) и в услови-
ях торакотомии осуществляли искусственную вен-
тиляцию легких комнатным воздухом с помощью 
аппарата KTR-5 (Hugo Sacks Electronik, Германия). 
Контролировали среднее артериальное давление 
и частоту сокращений сердца. Показатели записы-
вали в ходе опыта с помощью аналого-цифрового 
преобразователя USB 6210 (National Instruments, 
США) и программы в системе LabView 7 (National 
Instruments). После окончания препарирования сле-
довал период стабилизации гемодинамических по-
казателей (30 мин). Затем животных подвергали 
40-минутной окклюзии ЛНА с последующей 60-ми-
нутной реперфузией. Животным группы Д+ИРG 
одновременно с началом реперфузии в/в болюсом 
вводили пептид G в дозе 1.0 мг/кг веса. В группах 
ИР и Д+ИР после периода региональной ишемии 
в/в болюсом вводили такой же объем физиологиче-
ского раствора. В конце опыта для идентификации 
ЗР и интактной области миокарда реокклюдировали 
ЛНА и в яремную вену вводили 2 мл 2% раствора 
Эванса. Затем вырезали сердце и выделяли левый 
желудочек (ЛЖ) для определения размеров ИМ. 

Определение размеров инфаркта миокарда
Замороженный ЛЖ разрезали перпендикулярно 
длинной оси сердца на 4–5 срезов толщиной око-

Рис. 1. Схема протокола опытов. Д – крысы полу-
чали в/в инъекцию СТЗ (60 мг/кг в 0.1 М цитратном 
буфере рН 4.5); Д+ИР – диабетические крысы (CТЗ 
60 мг/кг, в/в), подвергнутые региональной ишемии 
и реперфузии сердца; Д+ИРG – диабетические крысы 
(CТЗ 60 мг/кг, в/в), подвергнутые региональной ише-
мии и реперфузии сердца, получавшие G (в/в в дозе 
1 мг/кг болюсом в начале реперфузии). Цитр. буф. – 
0.1 М цитратный буфер рН 4.5; CТЗ – стрептозотоцин
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ло 1.5–2.0 мм, которые затем инкубировали в тече-
ние 10 мин в 1% растворе 2,3,5-трифенилтетразолий 
хлорида в 0.1 М калий-фосфатном буфере (рН 7.4 
при 37°С). Полученные образцы сканировали, пло-
щади ИМ и ЗР определяли методом компьютерной 
планиметрии, используя программу ImageJ (NIH, 
США). После этого срезы взвешивали для опреде-
ления массы ЛЖ. В каждой группе рассчитывали 
отношения ЗР/ЛЖ и ИМ/ЗР в % [11]. 

Оценка повреждения мембран кардиомиоцитов
Повреждение мембран кардиомиоцитов оценивали 
по увеличению активности ЛДГ и КK-МВ в плазме 
крови. Около 0.5 мл крови собирали в гепаринизиро-
ванные пробирки из венозного катетера в исходном 
состоянии (перед окклюзией ПНА) и после 1 ч ре-
перфузии. Активность ферментов в плазме опреде-
ляли с использованием наборов фирмы BioSystems 
на спектрофотометре Shimadzu UV-1800 (Япония) 
при λ = 340 нм.

Дыхание пермеабилизированных волокон 
миокарда
Пермеабилизированные сапонином волокна из ЛЖ 
сердца крысы получали по модифицированному 
методу [16]. Параметры дыхания волокон ЛЖ оце-
нивали с использованием субстратов комплекса 
I – 10 мМ глутамата и 5 мМ малата – с помощью 
системы Oxygraph plus (HansaTech Instruments, 
Великобритания) и выражали в нмоль O2/мин/мг 
сухого веса. Скорость дыхания в состоянии 3 (V3) 
достигалась добавлением 2 мМ АDP. Сухую массу 
волокон определяли после сушки в течение ночи 
при 95°С. Параметры дыхания каждого образца во-
локон ЛЖ измеряли дважды. Дыхание в состоянии 
2 (V2) оценивали по скорости потребления кислорода 
после добавления 10 мМ глутамата и 5 мМ малата 
без АDP. Функцию митохондрий оценивали по вели-
чине дыхательного контроля (ДК), который рассчи-
тывали как отношение V3/V2. Целостность внешней 
мембраны митохондрий оценивали, добавляя 10 мкМ 
цитохрома с после максимальной стимуляции дыха-
ния 2 мМ ADP, и выражали отношением Vcyt c/VADP 
в %. Степень функционального сопряжения мито-
хондриальной креатинкиназы (мт-КК) с окислитель-
ным фосфорилированием (ОФ) оценивали, добавляя 
30 мМ Сr к волокнам в присутствии субмаксималь-
ной концентрации АDP (0.1 мМ), и рассчитывали 
как отношение (VCr – VADP)/VADP (%) [17].

Определение содержания метаболитов в зоне 
риска сердца
По окончании реперфузии ЗР быстро выделяли 
из ЛЖ и замораживали щипцами Волленбергера, 

охлажденными в жидком азоте. Замороженную 
ткань гомогенизировали в холодной 6% HClO4 
(10 мл/г ткани) в гомогенизаторе Ultra-Turrax T-25 
(IKA-Labortechnik, Германия). Белки осаждали цен-
трифугированием (центрифуга Sorvall RT1, Thermo 
Fisher Scientific, США) при 2800 g в течение 10 мин 
при 4°С. Супернатанты нейтрализовали 5 М К2СО3 
до рН 7.4. Осадок KСlO4 отделяли центрифугиро-
ванием в тех же условиях. Безбелковые экстрак-
ты хранили при -70°С до определения метаболитов. 
Сухой вес гомогенизированной ткани определя-
ли после высушивания образцов в течение суток 
при 110°С. Содержание АTP, АDP, АMP, PCr и Cr 
в тканевых экстрактах определяли модифициро-
ванными энзиматическими методами [18], используя 
спектрофотометр Shimadzu UV-1800 (Япония). 

Статистическая обработка данных 
Использован пакет программ SigmaPlot 11.2 
(SysStat, США). Значения представлены как сред-
нее значение ± стандартная ошибка среднего 
(М ± m). Различия между группами подтвержде-
ны статистически с применением дисперсионного 
анализа (ANOVA). При сравнении нескольких групп 
с контролем использован t-критерий Стьюдента 
с поправкой Бонферрони. Отличия считали стати-
стически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Масса тела и уровень глюкозы в крови 
В исходном состоянии (1-й день эксперимента) мас-
са крыс достоверно не различалась между группами 
(табл. 2). В контрольной группе за период наблю-
дения происходило прогрессивное увеличение мас-
сы тела животных. У крыс диабетической группы 
не выявлено прибавления массы тела на 9-й день 
исследования (через неделю после повышения со-
держания глюкозы в крови выше 12 мМ под дей-
ствием СТЗ). В конце исследования у животных 
этой группы масса тела была в среднем на 11.8 
и 22.1% ниже, чем в исходном состоянии и в кон-
троле (p < 0.02 и p < 0.001 соответственно). Сходное 
изменение массы тела отмечено у животных групп 
Д+ИР и Д+ИРG. Не обнаружено различий в массе 
тела животных диабетических групп в последний 
день исследования перед моделированием ИР по-
вреждения сердца и введением пептида G. 

В исходном состоянии не было достоверной раз-
ницы между концентрацией глюкозы в крови жи-
вотных всех групп. Введение СТЗ повышало уро-
вень глюкозы по сравнению с контролем в течение 
всего эксперимента. Через 16 дней концентрация 
глюкозы в крови животных группы Д в 4.5 раза 
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превышала исходный уровень (p < 0.001) и в 3.8 
раза значения в контрольной группе (p < 0.001). 
Аналогичные изменения этого показателя наблю-
дали в группах Д+ИР и Д+ИРG. Статистически 
значимых различий в уровне глюкозы в обеих диа-
бетических группах перед моделированием ИР по-
вреждения сердца не было. 

Влияние диабета и пептида G на размеры 
инфаркта миокарда
Гистохимический анализ срезов ЛЖ сердца в кон-
це реперфузии не выявил различий в размерах 
ЗР между группами ИР, Д+ИР и Д+ИРG (рис. 2). 
Величина ЗР/ЛЖ в этих группах была близкой 
и составляла в среднем 41.3 ± 1.3%. Это означает, 
что моделирование ИР повреждения сердца было 
стандартным у всех животных. В группе ИР вели-
чина инфаркта, выраженная отношением ИМ/ЗР 
составила 43.4 ± 1.6%. Под действием СТЗ разме-
ры ИМ увеличивались и к окончанию эксперимен-
та были в 1.4 раза больше этого показателя, чем 
в группе ИР (p = 0.002). Реперфузия с G значитель-
но снижала ИМ/ЗР у диабетических крыс: в груп-
пе Д+ИРG этот показатель был на 40% ниже, чем 
в группе Д+ИР. На рис. 2В показана локализация 
некротической зоны в срезах ЛЖ после их окраши-
вания ТФТ. Увеличение образования пигмента крас-
ного цвета формазана в результате восстановления 
ТФТ NAD+ и NADP+-зависимыми дегидрогеназами 
в группе Д+ИРG указывает на снижение инфаркта 
под действием G. 

Активность КK-MB и ЛДГ в плазме крови 
Активности КК-МВ и ЛДГ у крыс контрольной 
группы не отличались от значений в исходном со-
стоянии (рис. 3А,Б). Развитие диабета в результате 
введения СТЗ приводило к значимому увеличению 
активности КК-МВ и ЛДГ к окончанию эксперимен-
та по сравнению с контролем (p = 0.027 и p = 0.046 
соответственно). Моделирование ИР повреждения 
сердца значительно увеличивало активности КК-
МВ и ЛДГ к окончанию реперфузии по сравнению 
с этими показателями в контроле (p < 0.001). Эти 
значения были соответственно в 2.0 и 4.4 раза выше, 
чем в диабетической группе (p < 0.001). Региональная 
ишемия и реперфузия сердца у диабетических жи-
вотных группы Д+ИР не вызывала значимого уве-
личения активности маркеров некроза по сравнению 
с группой ИР. Болюсное в/в введение G в начале 
реперфузии снижало активность КК-МВ по срав-
нению с этим показателем в группе Д+ИР в 1.4 
раза (p = 0.006). Активность ЛДГ в группе Д+ИРG 
под действием G по сравнению с этим показателем 
в группе Д+ИР снижалась недостоверно (p = 0.085). 

Параметры дыхания волокон миокарда, 
скинированных сапонином 
После 16 дней эксперимента отсутствовали разли-
чия в скорости дыхания в состоянии 2, состоянии 3, 
величине ДК и степени функциональной связи мт-
КK с OФ между этими показателями в контрольной 

Таблица 2. Изменения массы тела и концентрации 
глюкозы в крови животных изученных групп в течение 
эксперимента 

Группа 
Масса тела, г

1-й день 9-й день 16-й день
К 326.2 ± 11.7 344.2 ± 3.5 379.2 ± 4.5*
Д 335.2 ± 2.5 348.7 ± 3.3* 295.5 ± 14.5*$ @

ИР 340.6 ± 3.6 - -
Д+ИР 338.2 ± 1.7 376.5 ± 2.6*@ 291.3 ± 4.6*$ @

Д+ИРG 336.2 ± 2.3 380.0 ± 4.3*@ # 321.2 ± 13.0 $@+

Глюкоза крови, мМ
К 6.1 ± 0.2 - 6.3 ± 0.2
Д 5.3 ± 0.5 22.4 ± 0.8* 23.8 ± 1.7*@

ИР 5.1 ± 0.4 - -
Д+ИР 4.9 ± 0.6 26.8 ± 3.3* 21.3 ± 5.1*@

Д+ИРG 5.0 ± 0.2 25.0 ± 2.0* 21.5 ± 3.3*@

Данные представлены как М +m (n = 15). p < 0.05 от: 
* показателя в 1-й день, $ показателя на 9-й день, 
 @ контроля, # Д, + Д+ИР.

Рис. 2. Разме-
ры зоны риска 
(A), инфаркта 
миокарда (Б) 
срезы ЛЖ (В),  
окрашенные 
2,3,5-трифе-
нилтетразолий 
хлоридом 
в конце репер-
фузии, в груп-
пах с региональ-
ной ишемией 
и реперфузи-
ей. Показаны 
M±m для групп 
из пяти живот-
ных. p < 0.05 
по сравнению с: 
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группе и в исходном состоянии (pис. 4). У крыс, по-
лучавших СТЗ, наблюдалось снижение V2 и особенно 
V3 (на 28 и 60% по сравнению с контролем соответ-
ственно, p < 0.05 и p < 0.001). Результатом этого было 
двукратное снижение ДК (p < 0.001). Степень функ-
циональной активности мт-КК, оцененная в Cr-тесте, 
у животных с диабетом снижалась в 1.6 раза по срав-
нению с контролем (p < 0.001). Сходные изменения 
дыхательной функции митохондрий ЗР вызывало 
ИРП сердца. Средние значения параметров дыха-
ния в этом случае не отличались значимо от значе-
ний в группе Д. Совместное воздействие СТЗ и ИРП 
ухудшало дыхание в состоянии 2 и 3 по сравнению 
с этими показателями у крыс диабетической группы 
(p = 0.038 и p < 0.01 соответственно) и у животных 
с ИРП (p = 0.022 и p = 0.004 соответственно). Это 
приводило к уменьшению ДК по сравнению с груп-
пой Д и ИР (p = 0.037 и p = 0.05 соответственно). 
Функциональная активность мт-КК в группе Д+ИР 
была заметно ниже, чем в группах Д и ИР, однако 
различия между этими группами были статистически 
недостоверными. Введение пептида G диабетическим 

животным после региональной ишемии миокарда 
увеличивало максимальное АDP-стимулированное 
состояние 3 и ДК в 2.3 и 1.6 раза по сравнению с эти-
ми показателями в группе Д+ИР (p = 0.011 и p = 
0.022 соответственно). Функциональная связь мт-КК 
с ОФ в группе Д+ИРG возрастала в 2.4 раза по срав-
нению с группой Д+ИР. Репрезентативные протоколы 
дыхания, демонстрирующие изменения в состоянии 
3 в изученных группах, показаны в Приложениях 
(рис. S3). Добавление 10 мкМ цитохрома с не влия-
ло на АDP-стимулированное дыхание в группах Д, 
Д+ИР и Д+ИРG в конце эксперимента по сравнению 
с контролем. Процентное отношение Vcyt c/VADP в этих 
группах составило в среднем 103.5 +1.9 %, что сви-
детельствует об отсутствии повреждения наружной 
мембраны МХ под влиянием СТЗ и ИР.

Энергетическое состояние миокарда 
В контроле содержание ATP, ADP, AMP, PCr и Cr 
в ЛЖ сердца после 16-дневного эксперимента не от-
личалось статистически значимо от исходных вели-
чин (табл. 3). У животных диабетической группы 
отмечено достоверное снижение содержания ATP, 
∑AN, PCr и ∑Cr по сравнению с этими показателя-
ми в контроле (p < 0.05–0.001). Более сильное воз-
действие на АТР и ∑AN в ЗР оказывало ИРП серд-
ца. В этом случае снижение этих параметров было 
в среднем в 1.3 раза больше, чем в контроле (p < 0.003 
и p < 0.002 соответственно). Введение СТЗ и после-
дующая региональная ишемия и реперфузия сердца 
увеличивали потери АТР и ∑AN в ЗР по сравнению 
с этими показателями в сердце животных диабети-
ческой группы (p = 0.001 и p = 0.008 соответствен-
но). Эти изменения в содержании адениннуклеотидов 
приводили к снижению аденилатного энергетическо-
го заряда (АЭЗ) кардиомиоцитов по сравнению со 
снижением в группах Д и ИР (p < 0.01 и p < 0.001 
соответственно). Отсутствовали достоверные из-
менения в cистеме PCr–Cr в ЗР животных группы 
Д+ИР по сравнению с группами Д и ИР. Введение 
пептида G животным диабетической группы в на-
чале реперфузии улучшало энергетическое состоя-
ние ЗР к окончанию реперфузии. Это проявлялось 
в поддержании более высокого уровня ATP и ∑AN 
по сравнению с этими показателями в группе Д+ИР 
(в 1.4 и 1.25 раза, p = 0.023 и p = 0.04 соответственно) 
и достоверно более высокому АЭЗ кардиомиоцитов 
(p = 0.022). Под действием пептида G содержание 
∑Cr в ЗР было выше, чем группе Д+ИР (p = 0.007) 
и достоверно не отличалось от значения в контроле. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Моделирование СД1 у крыс введением СТЗ по-
мимо гипергликемии и отсутствия прироста массы 

Л
Д

Г,
 е

д
/

л 
пл

аз
м

ы
К

К
-М

В
, 

е
д

/
л 

пл
аз

м
ы

ИС К Д ИР Д+ИР Д+ИРG

ИС К Д ИР Д+ИР Д+ИРG

А

Б

500

400

300

200

100

0

1200

1000

800

600

400

200

0

Рис. 3. Активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ, А) 
и креатинкиназы-МВ (КК-МВ, Б) в плазме крови крыс. 
Представлены значения M±m для групп из пяти живот-
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, %). Значения представлены как M+m для групп из пяти животных. p < 0.05 по сравнению с:  
*К; # Д; ^ ИР; + Д+ИР

Таблица 3. Энергетическое состояние миокарда крыс в изученных группах 

Показатель ИС К Д ИР Д+ИР Д+ИРG
ATP 20.16+1.27 19.16+1.56 14.53+1.21* 10.34+1.45* 8.11+0.44*# 11.27+1.04*+

ADP 5.47+0.43 5.36+0.53 4.93+0.68 4.54+0.51 4.98+0.27 5.69+0.34
AMP 1.03+0.14 1.13+0.24 1.02+0.27 0.97+0.14 1.75+0.28^ 2.20+0.15*#^
∑AN 26.66+1.87 25.68+1.90 20.43+1.24* 15.86+1.12*# 14.83+1.02*# 18.68+1.35*+

АЭЗ 0.85+ 0.01 0.85+0.02 0.82+0.01 0.79+0.02 0.71+0.01*#^ 0.75+0.01*#+

PCr 25.34+1.98 25.29+1.39 15.62+0.95* 13.86+2.02* 17.06+1.54* 18.89+1.25*
Cr 37.21+2.77 34.98+1.36 32.54+2.77 31.54+2.67 30.57+1.47 34.42+2.41

∑Cr 62.55+2.15 60.27+1.37 48.16+2.03* 45.40+2.33* 47.63+0.74* 52.86+1.26+^

Данные представлены как М+m (n=5) и выражены для метаболитов в мкмоль/г сух. веса. ИС – исходное состоя-
ние. ∑АN = АТP+АDP+АМP; АЭЗ = (АТP+0.5 АDP)/∑АN; ∑Cr= РCr+Cr. p < 0.05 от: * К и ИС, # Д, ^ИР, + Д+ИР.

тела сопровождалось истощением запасов макро-
эргических фосфатов и сопутствующим снижени-
ем ∑AN и ∑Cr в сердце. Обнаруженные наруше-
ния энергетического обеспечения кардиомиоцитов 
сочетались с глубоким снижением максимально-

го АDP-стимулированного потребления кислоро-
да в состоянии 3 и уменьшением функциональной 
активности мт-КК, оцененной в тесте с Cr. Обычно 
такие изменения дыхания митохондрий связы-
вают с ограничением продукции АТP [19] и уве-
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Рис. 5. Активация внутриклеточной сигнализации 
G при стрептозотоциновой гипергликемии у крыс 
снижает митохондриальную дисфункцию, улучшает 
энергетическое состояние миокарда и уменьшает 
повреждения клеточных мембран в зоне риска репер-
фузированного сердца, что приводит к уменьшению 
размеров инфаркта
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личением образования АФК [20] .  Действие 
СТЗ-индуцированного диабета сопровождалось 
увеличением уровня циркулирующих КK-MB 
и ЛДГ, что свидетельствовало о повреждении ми-
окарда. Повышенная активность КК-МВ и ЛДГ 
в плазме была обнаружена ранее на моделях диа-
бетической кардиомиопатии, вызванной введением 
СТЗ лабораторным животным [21], и у пациентов 
с диабетом [22]. Последующая региональная ише-
мия и реперфузия сердца у крыс, получавших 
СТЗ, вызывала увеличение некротического по-
вреждения ЛЖ (до 25.6%) и значительное возрас-
тание активности обоих маркеров некроза в плаз-
ме по сравнению с диабетическими животными. 
Некротическая гибель кардиомиоцитов в ЗР со-
провождалась ухудшением дыхательной функции 
митохондрий, бóльшими потерями ATP и ∑AN, чем 
у крыс с диабетом, и снижением АЭЗ кардиомио-
цитов к окончанию реперфузии. Следует отметить, 
что совместное воздействие СТЗ и ИР существенно 
увеличивало размеры инфаркта, выраженные отно-
шением ИМ/ЗР (%), по сравнению только с одной 
региональной ишемией и реперфузией.

Настоящая работа впервые продемонстрировала 
защитное действие введения G в начале реперфу-
зии после периода региональной ишемии у крыс 
с СД1. G существенно уменьшал размеры ИМ и ак-
тивность КК-МВ в плазме этих крыс по сравнению 
с животными диабетической группы Д+ИР. Эти эф-
фекты могли быть обусловлены в том числе сниже-
нием дисфункции митохондрий, на что указывает 
увеличение ADP-стимулированного дыхания в со-
стоянии 3, ДК и улучшение функционального со-
пряжения мт-КК с ОФ. В результате происходило 
повышение уровня АТP, ∑AN и АЭЗ кардиомиоци-
тов и лучшее сохранение ∑Cr в ЗР. Ранее мы обна-
ружили способность G уменьшать реперфузионное 
повреждение сердца крысы in situ, которая выра-
жалась в ограничении размеров ИМ и снижении 
повреждения мембран кардиомиоцитов [23]. Она 
была связана со снижением образования активных 
форм кислорода (АФК) и продуктов ПОЛ в репер-
фузированном миокарде. В настоящей работе из-
быточная продукция АФК и ПОЛ, индуцированная 
диабетической гипергликемией и последующей ре-
гиональной ишемией и реперфузией сердца, могла 
быть ведущей причиной дисфункции митохондрий 
и некротической гибели клеток [24]. Не исключено, 
что защитное действие G может быть обусловле-
но его антиоксидантными свойствами – усилением 
экспрессии генов SOD, СAT и GSH-Px, кодирующих 
ферменты системы антиоксидантной защиты серд-
ца, и/или способностью перехватывать АФК и инги-
бировать ПОЛ [12, 23]. 

Помимо регуляции свободнорадикальных процес-
сов, активация G различных путей сигнализации 
при связывании с рецепторами GalR1-3 может спо-
собствовать уменьшению повреждения клеток [10]. 
Это принципиально важно, поскольку диабет на-
рушает внутриклеточные сигнальные каскады, ак-
тивируемые RISK-киназами, ответственные за по-
вышение резистентности клеток к повреждениям 
и прежде всего сигнальный путь PI3K/Akt [2, 3]. 
Основные звенья внутриклеточного сигналинга, ак-
тивируемого G, показаны в Приложениях (рис. S4). 
Наиболее физиологически значимые из них приво-
дят к стимуляции захвата глюкозы кардиомиоцита-
ми, ингибированию проапоптотических белков BAD/
BAX, каспазы-3 и каспазы-9, блокированию откры-
тия митохондриальной поры временной проницае-
мости (mPTP) и увеличению экспрессии рецепто-
ров, активируемых пролифераторами пероксисом 
(PPAR). Запуск этих адаптационных механизмов 
имеет решающее значение в условиях сниженной 
продукции АТP при диабете и реперфузии сердца 
[25]. Как известно, снижение апоптоза кардиомиоци-
тов в моделях in vivo сопровождается ограничением 
размеров ИМ и улучшением сократительной функ-
ции сердца [26], ингибирование открытия mPTP 
способствует выживанию и подвижности клеток 
[27], а экспрессия PPARγ стимулирует поглощение 



86 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 1 (64) 2025

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

и окисление глюкозы кардиомиоцитами [28]. На ре-
цепторную природу действия G указывает и тот 
факт, что блокада рецептора GalR2 селективным 
антагонистом М871 при ИРП сердца значительно 
ослабляла защитный потенциал G, увеличивая раз-
меры ИМ и активность маркеров некроза в плазме 
[11]. В этом контексте важно, что действие полно-
размерного галанина, связывающегося со всеми под-
типами его рецепторов GalR1-3, воспроизводится 
N-концевыми природными и модифицированными 
фрагментами G, обладающими высокой аффинно-
стью к GalR2 [10]. Это указывает на потенциальную 
роль активации GalR2 для лечения/профилактики 
ИРП миокарда у пациентов с СД.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Настоящая работа подтверждает влияние стреп-
тозотоцинового диабета на восприимчивость мио-
карда крыс к ИРП. Показано, что в этих условиях 
введение G при возобновлении реперфузии значи-
тельно снижало ИМ. Этот эффект связан с запу-
ском внутриклеточной сигнализации через сопря-
женные с G-белками трансмембранные рецепторы 
GalR1, GalR2 и GalR3 (рис. 5). Защитное действие G 

проявлялось в уменьшении дисфункции митохон-
дрий, результатом которой было улучшение энер-
гетического состояния реперфузированной области 
миокарда. Эти положительные сдвиги в энергетике 
миокарда сопровождались снижением повреждения 
клеточных мембран. В целом, полученные резуль-
таты указывают на потенциальную возможность 
применения G в качестве дополнительной терапии 
при CД1 с ИРП миокарда. В связи с этим дальней-
шее изучение молекулярных механизмов снижения 
реперфузионного стресса в диабетическом сердце 
с помощью природных и модифицированных пеп-
тидов галанина представляется важной задачей. 
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РЕФЕРАТ Злокачественные опухоли кожи, такие как плоскоклеточная карцинома (SCC), характери-
зуются высокой скоростью роста, метастазированием и часто встречающейся химиорезистентностью. 
Курение считается одним из факторов риска развития SCC, а никотиновый ацетилхолиновый рецеп-
тор типа α7 (α7-nAChR) – перспективной мишенью для терапии SCC. Секретируемый белок SLURP-1 
человека является ауто/паракринным регулятором эпителиального гомеостаза и селективным отрица-
тельным аллостерическим модулятором α7-nAChR. Недавно мы продемонстрировали высокую эффек-
тивность терапии на основе рекомбинантного SLURP-1 для контроля роста и метастазирования клеток 
SCC in vivo. Противоопухолевый эффект SLURP-1 был опосредован взаимодействием как с α7-nAChR, 
так и с рецептором эпидермального фактора роста (EGFR). Цитотоксический антибиотик доксорубицин 
используется для лечения SCC, однако его применение ограничено из-за высокой токсичности. Нами 
изучено использование повышенной дозы SLURP-1 и комбинации SLURP-1 с низкой дозой доксоруби-
цина для лечения SCC у мышей, которым ксенотрансплантировали клетки эпидермоидной карциномы 
A431. Увеличение дозы SLURP-1 не привело к существенному повышению эффективности терапии. 
Однако комбинация с доксорубицином усиливала противоопухолевую активность SLURP-1 и значи-
тельно подавляла метастазирование. Эффект от комбинированной терапии сопровождался снижением 
экспрессии EGFR в опухолях. Показано прямое ингибирование активации EGFR белком SLURP-1. 
Токсичность комбинированной терапии не выявлена. Полученные нами данные свидетельствуют о пер-
спективности применения SLURP-1 в комбинации с химиотерапией в низких дозах при SCC и требуют 
дальнейшего изучения.
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КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА рак, химиотерапия, SLURP-1, Ly6/uPAR, α7-nAChR, EGFR.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ AKT – протеинкиназа B; EGF – эпидермальный фактор роста; EGFR – ре-
цептор эпидермального фактора роста; nAChR – никотиновый ацетилхолиновый рецептор; PI3K – 
фосфоинозитид-3-киназа; cSCC – плоскоклеточная карцинома кожи; STAT3 – сигнальный белок и ак-
тиватор транскрипции 3. 

ВВЕДЕНИЕ
Частота возникновения рака кожи, в том числе 
плоскоклеточного (cSCC), и смертность, связанная 
с ним, растут во всем мире [1]. Основные пробле-
мы в лечении cSCC – невозможность полного хи-
рургического удаления опухоли, метастазирование 
и развитие резистентности к химиотерапевтическим 
препаратам [1–4]. Курение является одним из фак-
торов риска развития cSCC [5], а никотиновые 
ацетилхолиновые рецепторы (nAChR), активируе-
мые при употреблении табака, считаются перспек-
тивными терапевтическими мишенями при cSCC. 
Известно, что nAChR типа α7 (α7-nAChR) является 
проонкогенным рецептором [6–9], экспрессия кото-
рого в опухолевых клетках повышена по сравнению 
с нормальными [10] и коррелирует с плохим про-
гнозом выживания пациентов [11, 12]. Активация 
α7-nAChR способствует пролиферации, ангиогене-
зу, миграции и инвазии клеток карциномы и глио-
мы [8, 12–19]. В раковых клетках α7-nAChR может 
образовывать гетеромерные комплексы с другим 
проонкогенным рецептором – рецептором эпидер-
мального фактора роста (EGFR) [20–23]. Более того, 
активация α7-nAChR никотином способствует хи-
миорезистентности и метастазированию SCC через 
трансактивацию EGFR [24]. 

Некоторые эндогенные белки семейства 
Ly6/uPAR [25] модулируют активность α7-nAChR 
и могут рассматриваться как прототипы селектив-
ных и нетоксичных противоопухолевых препаратов. 
Одним из таких модуляторов является секретиру-
емый белок SLURP-1 эпителия человека [26], ко-
торый регулирует гомеостаз клеток эпителия [27]. 
Экспрессия SLURP-1 снижена в первичной и ме-
тастатической меланоме по сравнению с нормаль-
ными клетками [28, 29], а повышенный уровень 
SLURP-1 в плазме крови коррелирует с лучшим 
прогнозом выживаемости при раке поджелудоч-
ной железы [30]. Рекомбинантный аналог SLURP-1 
ингибирует рост раковых клеток in vitro и in vivo 
[21, 22, 30–35], а также отменяет индуцированную 
никотином пролиферацию клеток аденокарциномы 
легкого [36]. Противоопухолевый эффект SLURP-1 
в модели SCC in vivo опосредован взаимодействием 
как с α7-nAChR, так и с EGFR [22].

Ранее предложили использовать в терапии SCC 
доксорубицин (ДНК-интеркалирующий антрацикли-

новый антибиотик, опосредованно ингибирующий 
сигнализацию EGFR [37, 38]), который демонстри-
рует комплексный антипролиферативный эффект 
[39, 40]. Однако его применение сильно ограничено 
высокой токсичностью [41]. Снижение дозы доксо-
рубицина может стать хорошей стратегией, позво-
ляющей избежать побочных эффектов.

В данной работе мы исследовали возможность 
использования комбинации SLURP-1 и доксоруби-
цина в низких дозах для контроля роста и мета-
стазирования клеток SCC in vivo. Помимо высокой 
эффективности предложенной терапии, наблюдали 
снижение экспрессии EGFR в опухолях мышей, по-
лучавших SLURP-1 в комбинации с доксорубици-
ном. Полученные данные свидетельствуют о высо-
ком противоопухолевом потенциале предложенного 
подхода.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и животные 
Рекомбинантный SLURP-1 получен в клетках E. coli 
как описано ранее [31, 42]. 

В работе использовали доксорубицин производ-
ства компании TEVA (Израиль).

Животных содержали в стандартных услови-
ях питомника лабораторных животных ФИБХ 
РАН, аккредитованного на международном уровне 
AAALACi. Все исследования проводили в соответ-
ствии с этическими рекомендациями Rus-LASA, 
одобренными комиссией по контролю за содержа-
нием и использованием животных ИБХ РАН (про-
токол № 318/2021). 

Культивирование клеток и анализ миграции 
в модели «заживление раны» in vitro
Клетки эпидермоидной карциномы человека A431 
(ATCC, США) выращивали (37°C, 5% CO2) в среде 
DMEM («ПанЭко», Россия), содержащей 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки (Thermo Fisher 
Scientific, США), сокращенно «полная среда». 
Клетки пересевали 2 раза в неделю.

Миграцию клеток оценивали с помощью «скретч»-
анализа как описано ранее [21, 43]. На полученных 
с помощью CloneSelect Imager (Molecular Devices, 
США) изображениях количественно оценивали 
площадь царапины, занятую клетками, с помощью 
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ImageJ (NIH, США). Данные нормировали на сред-
нюю площадь, занятую клетками, в контрольных 
лунках. Полученные данные аппроксимировали 
с помощью уравнения Хилла.

Модель ксенотрансплантации опухоли, стратегия 
лечения и прижизненная биолюминесцентная 
визуализация 
Для  получения люминесцирующих клеток 
A431/NanoLuc родительские клетки A431 транс-
фицировали плазмидой NanoLuc, как описано 
в [44], с использованием реагента для трансфекции 
FuGENE HD (Promega, США). 

Самцам мышей BALB/c Nu/Nu (22–25 г) под-
кожно вводили 107 клеток A431/NanoLuc, разве-
денных в 100 мкл 30% матригеля (Corning, США) 
в полной среде. На 3-й день после инъекции клеток 
мышей делили на пять групп (исходно n = 8–10, 
табл. S1) и вводили внутривенно ежедневно в те-
чение 10 последующих дней по 100 мкл 0.9% рас-
твора NaCl (физ. раствор), содержащего: 1) без до-
бавок – контроль, 2) 100 мкг SLURP-1 (5 мг/кг), 3) 
10 мкг SLURP-1 (0.5 мг/кг), 4) 50 мкг доксорубици-
на (2.5 мг/кг), 5) 5 мкг доксорубицина (0.25 мг/кг) 
с 10 мкг SLURP-1 (0.5 мг/кг) (рис. 1А). Некоторые 
животные погибли во время эксперимента (табл. S1 
и рис. S1) и были исключены из анализа.

Объем первичной опухоли измеряли штангенцир-
кулем и рассчитывали с помощью формулы: 

V = 0.52 × A × B2

(A – наибольший диаметр, B – наименьший диаметр).
На 3-й, 13-й и 23-й дни после подкожной инъ-

екции клеток опухоль визуализировали с помощью 
компьютерной томографии IVIS Spectrum (Perkin 
Elmer, США) как описано ранее [22]. Изображения 
биолюминесценции получали с помощью камеры 
IS1803N7357 iKon (Andor, Великобритания), интен-
сивность биолюминесценции представляли в фото-
нах в секунду на см2 в стерадиан (ф/с/см2/ср) и ана-
лизировали с помощью программы Living Image 
4.5.5.19626 (Xenogen, США).

На  24-й день после инъекции клеток мы-
шей умерщвляли путем дислокации шейных 
позвонков, опухоли отделяли и замораживали 
при –150ºC для дальнейшего анализа. Легкие, 
печень, почки, селезенку и сердце извлекали 
и помещали в 4% раствор параформальдегида 
(Applichem, Испания).

Вестерн-блотинг
Для анализа влияния SLURP-1 и доксорубици-
на на экспрессию EGFR образец опухоли (0.05 мг) 

гомогенизировали, солюбилизировали в 2% Тriton 
Х-100 и разводили в невосстанавливающем буфере 
для ПААГ. Вестерн-блотинг проводили с исполь-
зованием первичных антител (sc-120, Santa Cruz, 
США, 1:1000) и вторичных антител, конъюгиро-
ванных с пероксидазой хрена (HRP) (715-035-150, 
Jackson Immunoresearch, США, 1:5000). Сигнал де-
тектировали с помощью субстрата ECL (Bio-Rad, 
США) с использованием гель-документирующей си-
стемы ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare, США). 
Данные анализировали с помощью программного 
обеспечения ImageJ 1.53t (NIH, США).

Клеточный иммуноферментный анализ
Изучали влияние SLURP-1 на активацию EGFR. 
Клетки A431 высевали в 96-луночные планшеты 
(1 × 104 клеток/лунку), через 24 ч среду в лунках 
заменяли на бессывороточную среду, а еще через 
24 ч – на среду, содержащую SLURP-1 в различ-
ных концентрациях. Через 30 мин добавляли 25 нМ 
эпидермального фактора роста (EGF) к клеткам 
и инкубировали еще 3 ч. Далее клетки фиксиро-
вали 4% раствором параформальдегида в фосфат-
но-солевом буфере (PBS), блокировали 2% бычьим 
сывороточным альбумином (BSA) и 0.1% Triton 
X-100 в PBS, инкубировали с первичными анти-
телами против фосфо-EGFR (Y1173) (ABIN343717, 
antibodies-online, 1:1000) и вторичными антителами 
(715-035-150, Jackson Immunoresearch, 1:5000), до-
бавляли по 50 мкл раствора тетраметилбензиди-
на (ТМБ), останавливали реакцию 2 М раствором 
H2SO4 и определяли абсорбцию в лунках при 450 нм 
с помощью планшетного ридера AMR-100 (Allsheng, 
Китай).

Гистохимия
Для гистохимического анализа образцы легких, пе-
чени, почек, селезенки и сердца от трех случайно 
выбранных мышей из каждой группы, получавших 
физиологический раствор (контроль), SLURP-1 
(5 мг/кг), доксорубицин (2.5 мг/кг) или SLURP-1 
(0.5 мг/кг) + доксорубицин (0.25 мг/кг), фиксиро-
вали в 10% растворе нейтрального формалина, 
промывали в проточной водопроводной воде, обе-
звоживали в этаноле восходящей концентрации 
и заливали в парафин. Парафиновые срезы тол-
щиной 4–5 мкм, окрашенные гематоксилином и эо-
зином, изучали с помощью световой микроскопии 
на микроскопе AxioScope.A1 (Carl Zeiss, Германия). 
Микрофотографии гистологических препаратов по-
лучали с помощью камеры высокого разрешения 
Axiocam 305 color (Carl Zeiss) и программного обе-
спечения ZEN 2.6 lite (Carl Zeiss) при увеличении 
×200.
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Рис. 1. Влияние различных доз SLURP-1 на рост опухоли в ксенографтной мышиной модели. 
А – схема введения препаратов и измерения роста опухоли. 
Б – репрезентативные изображения биолюминесценции опухоли (клетки A431/NanoLuc) до аппликации SLURP-1 
(3-й день после инъекции клеток, 1-й день терапии), после аппликации (13-й день после инъекции клеток, следую-
щий день после окончания 10-дневной терапии) и перед эвтаназией (23-й день после инъекции клеток). Все изобра-
жения мышей см. на рис. S1. 
В – измерение объема первичной опухоли с помощью штангенциркуля. Данные представлены в мм3 ± SEM. 
*(p < 0.05), **(p < 0.01), ***(p < 0.001) и ****(p < 0.0001) указывают на значимые различия между контрольной 
и 0.5 мг/кг SLURP-1 группами, а #(p < 0.05), ##(p < 0.01) и ####(p < 0.0001) указывают на значимые раз-
личия между контрольной и 5 мг/кг SLURP-1 группами по данным двухфакторного теста ANOVA с последующим 
апостериорным тестом Даннета. Дни аппликации отмечены светло-голубой полосой; (В, вставка). Средний объем 
первичной опухоли, измеренный штангенциркулем, у каждой мыши за последние 5 дней (20–24 дни после прижив-
ления опухоли). Данные представлены в мм3 ± SEM. **** (p < 0.0001) и #### (p < 0.0001) указывают на значи-
мые различия между группами в соответствии с однофакторным тестом ANOVA с последующим апостериорным 
тестом Тьюки
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Рис. 2. Влияние различных доз SLURP-1 и доксорубицина на миграцию клеток A431. 
A – влияние SLURP-1 и доксорубицина на миграцию клеток. Данные представлены как среднее значение поверх-
ности царапины, занятой мигрирующими клетками (% от контроля), ± SEM, n = 3–22. Полученные данные были 
аппроксимированы с помощью уравнения Хилла. Контрольный уровень (100%) показан пунктирной линией. 
Б – влияние SLURP-1 (SL-1) и доксорубицина (Dox), а также их комбинации на миграцию клеток. Данные пред-
ставлены как среднее значение поверхности царапины, занятой мигрирующими клетками (% от контроля), 
± SEM, n = 3–22; контрольный уровень (100%) показан пунктирной линией. ***(p < 0.001) и ****(p < 0.0001) 
указывают на значимое отличие от контрольной группы (100%, необработанные клетки) по результатам одно-
факторного теста ANOVA с последующим апостериорным тестом Даннета, «n.s.» – отсутствие значимых разли-
чий между группами

Статистический анализ
Данные представлены как среднее ± стандартная 
ошибка среднего (SEM). Количество образцов (n) 
указано в подписях к рисункам. Статистический ана-
лиз проводили с использованием программного обе-
спечения GraphPad Prism 9.5.0 (Graphpad software, 
США). Данные анализировали на предмет соответ-
ствия нормальному распределению с помощью те-
ста Шапиро–Уилка. Для непараметрических данных 
вместо однофакторного теста ANOVA использовали 
тест Краскела–Уоллиса. Анализ проводили с исполь-
зованием непарного t-теста, теста Краскела–Уоллиса 
с апостериорным тестом Данна, однофакторного теста 
ANOVA с апостериорным тестом Даннета или Тьюки, 
однофакторного теста Welch ANOVA с апостериор-
ным тестом Даннета и двухфакторного теста ANOVA 
с апостериорным тестом Даннета как указано в под-
писях к рисункам. Различия между группами счита-
ли статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Увеличение дозы SLURP-1 не повышает его тера-
певтическую эффективность in vivo
Мы сравнили действие двух доз белка SLURP-1 
in vivo: 0.5 мг/кг, использованную ранее [22], и в 10 

раз большую – 5 мг/кг, на мышей с ксенотрансплан-
тированной эпидермоидной карциномой человека 
[22]. Удивительно, но эффект более высокой дозы 
SLURP-1 не отличался от эффекта более низкой 
дозы (рис. 1Б,В). Аппликация SLURP-1 в обеих до-
зах (0.5 и 5 мг/кг) подавляла рост первичной опухо-
ли (рис. 1А–В, S1) с одинаковой эффективностью 
и приводила к трехкратному уменьшению объ-
ема первичной опухоли по сравнению с контролем 
(рис. 1В, вставка). Таким образом, показан эффект 
насыщения SLURP-1, который не может быть уси-
лен увеличением дозы.

Низкие дозы SLURP-1 и доксорубицина 
демонстрируют аддитивный эффект на миграцию 
клеток А431 in vitro
Ранее, используя мультиклеточные сфероиды, по-
лученные из клеток A549 и A431, мы наблюдали 
аддитивный антипролиферативный эффект док-
сорубицина (широко распространенного химиоте-
рапевтического препарата [45]) и SLURP-1 in vitro 
[46]. В данной работе мы наблюдали сильное дозо-
зависимое снижение миграции клеток А431 после 
24 ч инкубации с SLURP-1 или доксорубицином 
(рис. 2А,Б, табл. S2). Следует отметить, что 10 мкМ 
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Рис. 3. Влияние SLURP-1, доксорубицина и их комбинации на рост и метастазирование опухоли в модели ксено-
трансплантации мышам клеток A431/NanoLuc. A – репрезентативные изображения биолюминесценции опухоли 
(клетки A431/NanoLuc) до аппликации SLURP-1 и доксорубицина (3-й день после инъекции клеток, 1-й день тера-
пии), после аппликации (13-й день после инъекции клеток, следующий день после окончания 10-дневной терапии) 
и перед эвтаназией (23-й день после инъекции клеток). Все изображения мышей см. на рис. S1. Б – измерение 
объема первичной опухоли с помощью штангенциркуля. Данные представлены в мм3 ± SEM. *** (p < 0.001) 
и **** (p < 0.0001) указывают на значимые различия между контрольной и 2.5 мг/кг доксорубицин группами, 
#### (p < 0.0001) указывает на значимое различие между контрольной и 0.5 мг/кг SLURP-1 + 0.25 мг/кг 
доксорубицин группами, а & (p < 0.05), && (p < 0.01), &&& (p < 0.001) и &&&& (p < 0.0001) указывают на зна-
чимые различия между контрольной и 5 мг/кг SLURP-1 группами согласно двухфакторному тесту ANOVA 
с последующим апостериорным тестом Даннета. Дни аппликации веществ отмечены светло-голубой полосой. 
В – среднее значение объема первичной опухоли, измеренное штангенциркулем у каждой мыши за последние 
5 дней (20–24 день после инъекции клеток). Данные представлены в мм3 ± SEM. ****(p < 0.0001) указывает 
на значимое различие между контрольной и (2.5 мг/кг доксорубицин) группами, #### (p < 0.0001) – значи-
мое различие между контрольной и 0.5 мг/кг SLURP-1 + 0.25 мг/кг доксорубицин группами, &&&& (p < 0.001) 
указывает на значимое различие между контрольной и 5 мг/кг SLURP-1 группами, $ (p < 0.05) указывает на зна-
чимое отличие от группы (5 мг/кг SLURP-1), а @ (p < 0.05) – на значимое различие между группами 2.5 мг/кг 
доксорубицин и 0.5 мг/кг SLURP-1 + 0.25 мг/кг доксорубицин в соответствии с однофакторным тестом ANOVA 
с последующим апостериорным тестом Тьюки. Г – общая люминесценция, измеренная в областях вне первич-
ной опухоли. Данные представлены в виде фотонов в секунду (ф/с) ± SEM. # (p < 0.05) указывает на значимое 
отличие от контрольной группы (физ. раствор) согласно тесту Краскела–Уоллиса с последующим апостериор-
ным тестом Данна
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SLURP-1 эквивалентны дозе 5 мг/кг, использован-
ной in vivo, а 5 мкМ доксорубицина – 2.5 мг/кг (что 
соответствует кумулятивной дозе 25 мг/кг (75 мг/м2), 
рекомендуемой для одного цикла терапии солидных 
опухолей (60 мг/м2) [47]). Комбинация сниженных 
в 10 раз концентраций SLURP-1 и доксорубицина 
(1 и 0.5 мкМ соответственно) приводила к достовер-
ному ингибированию миграции клеток, сравнимому 
с эффектами 10 мкМ SLURP-1 или 5 мкМ доксо-
рубицина по отдельности (рис. 1Б). Таким образом, 
комбинация низких доз SLURP-1 и доксорубицина 
оказывает аддитивный эффект на миграцию клеток 
A431.

Комбинация с доксорубицином в низкой дозе 
повышает противоопухолевую активность 
SLURP-1 in vivo
Далее мы показали, что комбинация 0.5 мг/кг 
SLURP-1 (1 мкМ in vitro) с 0.25 мг/кг доксорубици-
на (0.5 мкМ in vitro) снижает рост первичной опу-
холи in vivo более эффективно, чем только высокая 
доза SLURP-1 (рис. 3А,Б,В). Кроме того, примене-
ние SLURP-1 совместно с низкой дозой доксоруби-
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Рис. 4. Влияние SLURP-1 на экспрессию и активацию EGFR (аутофосфорилирование по Y1173). А – репрезента-
тивные мембраны, с вестернблот-анализом экспрессии EGFR в опухолях после аппликации физ. раствора (кон-
троль), SLURP-1 (5 мг/кг), доксорубицина (2.5 мг/кг) или SLURP-1 (0.5 мг/кг) + доксорубицин (0.25 мг/кг). 
Целые мембраны показаны на рис. S2. Представленные образцы получены на разных мембранах параллельно. 
Б – уровень экспрессии EGFR, нормированный на уровень экспрессии β-актина. Данные представлены как от-
носительная интенсивность ± SEM (n = 6–9). * (p < 0.05), ** (p < 0.01) и *** (p < 0.001) указывают на значи-
мые различия между группами по данным однофакторного теста ANOVA с последующим апостериорным 
тестом Тьюки. В – влияние 1 мкМ SLURP-1, 25 нМ EGF и их смеси на активацию EGFR в клетках A431. Данные 
представлены в кратном отношении к контролю (необработанные клетки) ± SEM (n = 13–17). ** (p < 0.01) 
и **** (p < 0.0001) указывают на значительные отличия от контроля по данным однофакторного теста Welch 
ANOVA с апостериорным тестом Даннета. # (p < 0.05) указывает на значительные различия между группами 
по результатам непарного t-теста. Г – влияние различных концентраций SLURP-1 на активацию EGFR в отсутствие 
и в присутствии EGF (n = 10–14). Данные представлены в % от контроля ± SEM. Полученные данные аппроксими-
рованы с помощью уравнения Хилла

цина значительно подавляло и метастазирование, 
в то время как SLURP-1 (5 мг/кг) и доксорубицин 
(2.5 мг/кг) в высоких дозах не влияли значимо 
на метастазирование (рис. 3A,Б,Г и рис. S1). Таким 
образом, SLURP-1 является перспективным про-
тивоопухолевым препаратом для комбинированной 
терапии, при которой доза токсичного химиотера-
певтического препарата может быть снижена. 

Комбинация SLURP-1 с доксорубицином 
подавляет экспрессию EGFR в опухолях in vivo
EGFR, наиболее известный проонкогенный рецептор 
[23], сверхэкспрессируется в клетках эпидермоид-
ной карциномы A431 [48]. Нами показано, что тера-
пия только доксорубицином (2.5 мг/кг) или SLURP-1 
совместно с доксорубицином (0.25 мг/кг доксоруби-
цина + 0.5 мг/кг SLURP-1) приводит к значительно-
му снижению экспрессии EGFR в ксенотрансплан-
тированных опухолях A431 (рис. 4А,Б).

SLURP-1 влияет на активацию EGFR
SLURP-1 уменьшал аутофосфорилирование 
EGFR по сайту Y1173 в клетках A431. Кроме того, 
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Контроль  SLURP-1  Доксорубицин Доксорубицин + SLURP-1

Рис. 5. Кардиотоксичность аппликации SLURP-1 и доксорубицина. Фрагменты сердца мышей, получавших 
физ. раствор (контроль), SLURP-1 (5 мг/кг), доксорубицин (2.5 мг/кг) или SLURP-1 (0.5 мг/кг) + доксорубицин 
(0.25 мг/кг). В сердце мыши из группы доксорубицина выявлен обширный очаг некроза кардиомиоцитов с ней-
трофильной инфильтрацией. Окраска гематоксилином и эозином, увеличение ×200

что ограничивает его применение [41, 50–54]. В ряде 
исследований предложено комбинировать химио-
терапию с другими методами для снижения дозы 
химиопрепарата и уменьшения его побочных эф-
фектов [55, 56]. Ингибирование α7-nAChR может 
снизить прогрессию опухоли, метастазирование, хи-
миорезистентность и побочные эффекты химиоте-
рапии [19, 25, 57–61]. Секретируемый белок челове-
ка SLURP-1 ингибирует α7-nAChR [26] и проявляет 
противоопухолевую активность in vivo [22]. Нами 
предложены два подхода к повышению эффектив-
ности терапии на основе SLURP-1: (1) увеличение 
дозы SLURP-1 в качестве монотерапии и (2) приме-
нение SLURP-1 совместно с доксорубицином.

В соответствии с данными, полученными нами 
ранее, SLURP-1 подавлял рост опухоли in vivo, 
при этом увеличение дозы SLURP-1 в 10 раз не по-
вышало его эффективность (рис. 1). Используя 
второй подход, мы выявили аддитивный эффект 
SLURP-1 и доксорубицина в низких концентрациях 
на миграцию клеток in vitro (рис. 2Б) и противоопу-
холевый и антиметастатический эффекты in vivo 
(рис. 3В,Г). Проведенные ранее тесты на иммуноген-
ность и токсичность показали высокую безопасность 
внутривенного введения SLURP-1 [22]. При этом от-
мечена высокая кардиотоксичность доксорубицина 
в обычно используемых в клинике концентрациях 
у мышей (рис. 5) [47]. В то же время доксорубицин 
в сниженной в 10 раз дозе в комбинации с SLURP-1 
не вызывал развитие кардиотоксических эффектов 
(рис. 5). Таким образом, применение доксорубицина 
в низких дозах в комбинации с SLURP-1 или дру-
гими ингибиторами α7-nAChR можно рассматривать 
как хороший выбор для противоопухолевой тера-
пии.

Точные молекулярные механизмы, лежащие 
в основе совместного действия SLURP-1 и доксо-
рубицина на рост опухоли A431, еще не установ-

в присутствии SLURP-1 наблюдалось снижение 
EGF-индуцированного фосфорилирования EGFR 
(рис. 4В,Г, табл. S3). Эти эффекты демонстрирова-
ли концентрационную зависимость со схожими EC50 
(~ 40 ± 11 и 60 ± 17 нМ соответственно) и с от-
личающимися максимальными эффектами (50 ± 9 
и 74 ± 5% соответственно). Схожая эффективность 
ингибирования активации EGFR при измененной 
амплитуде эффекта (рис. 4Г, табл. S3) указыва-
ет на разные сайты связывания EGF и SLURP-1 
на поверхности молекулы EGFR.

Комбинация SLURP-1 и доксорубицина 
не проявляет токсичности in vivo
Для изучения потенциальной токсичности исследу-
емых препаратов проанализировали патологические 
изменения в органах мышей (по три мыши из каж-
дой группы). В легких, печени, селезенке, почках 
и печени животных всех групп не обнаружили ка-
ких-либо значимых отклонений, которые могли бы 
свидетельствовать о токсичности (рис. S3). В то же 
время в образцах сердца двух животных, получав-
ших высокую дозу доксорубицина (2.5 мг/кг), нашли 
очаги некроза кардиомиоцитов (рис. 5). Таким об-
разом, можно сделать вывод, что комбинированная 
терапия низкими дозами SLURP-1 и доксорубицина 
более безопасна, чем только высокие дозы доксору-
бицина.

ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на серьезные побочные эффекты, химио-
терапия по-прежнему остается основным методом 
терапии опухолей [49]. Один из самых широко ис-
пользуемых химиотерапевтических препаратов, 
доксорубицин, проявляет высокую противоопухоле-
вую эффективность, но при этом обладает серьез-
ной токсичностью [40, 50], возрастающей с увели-
чением кумулятивной дозы и возраста пациента, 
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лены. Одним из объяснений может быть совмест-
ная инактивация EGFR, сверхэкспрессированного 
в клетках A431 [62]. Действительно, и сам доксору-
бицин, и в комбинации с SLURP-1 подавляет экс-
прессию этого рецептора в опухолях (рис. 4А,Б). 
EGFR опосредует рост, миграцию и выживание 
опухолевых клеток [63]. SLURP-1 отменяет EGF-
индуцированную активацию рецептора (рис. 4В,Г), 
а доксорубицин также влияет на сигнальные пути, 
запускаемые EGFR [38]. С другой стороны, общий 
эффект SLURP-1 и доксорубицина может быть 
результатом ингибирования взаимодополняющих 
внутриклеточных сигнальных каскадов. Известно, 
что сверхэкспрессия Src [64], активация путей 
STAT3 [65] и PI3K/AKT [66] приводят к стимуля-
ции активации и экспрессии EGFR в опухолевых 
клетках. В свою очередь, инкубация с SLURP-1 
приводит к ингибированию этих сигнальных путей 
в клетках A431 [22]. С другой стороны, противо-
опухолевый эффект доксорубицина опосредован 
реорганизацией липидных рафтов через EGFR/Src-
сигнализацию [38]. Таким образом, усиленный эф-
фект комбинации SLURP-1 и доксорубицина может 

быть результатом синергического действия каждого 
соединения на сигнальные пути, регулирующие экс-
прессию и активацию EGFR.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Комбинация с доксорубицином в низкой дозе уси-
ливает противоопухолевую активность SLURP-1 
и значительно подавляет метастазирование опу-
холи. Усиление эффекта может быть связано с по-
нижением уровня экспрессии и активации EGFR 
в опухолях под действием обоих препаратов. Таким 
образом, комбинированная терапия опухолей, 
в частности cSCC, с помощью SLURP-1 и низких 
доз химиотерапевтических агентов выглядит пер-
спективной и требует дальнейшего изучения. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства науки и высшего образования 
Российской Федерации (№ 075-15-2024-536).

Приложения доступны на сайте  
https://doi.org/10.32607/actanaturae27526.
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ABSTRACT Neutralizing antibodies are capable of specifically binding to the HBsAg virus, thereby preventing 
HBV infection and subsequently reducing viral antigen load in both the liver and systemic circulation. This 
has significant implications for restoring the postnatal immune function. By utilizing the phage antibody 
library technology, we successfully screened a fully humanized neutralizing antibody targeting the hepatitis 
B surface antigen. The antiviral activity was assessed in primary human hepatocytes (PHHs) by determining 
the EC50 values for HBeAg and HBsAg biomarkers in HBV types B, C, and D; no cytotoxicity was observed 
within the tested concentration range. Furthermore, HT-102 exhibited no ADCC effect but displayed a weak 
CDC effect along with a dose-dependent response. We established an AAV/HBV mouse model and observed 
significant dose-dependent reduction in HBsAg and HBV DNA levels for both the medium-dose and high-
dose groups. The immunohistochemical staining data showed dose-dependent reduction in HBsAg expression 
in the liver, with high-dose group exhibiting minimal positive expression. Finally, a mild immune response 
was induced, while reducing the burden of antigen–antibody complexes circulating within the system. 
Consequently, strain on the patient’s immune system was alleviated by effectively slowing down CD8+T 
lymphocyte depletion, and functional cure was ultimately achieved as intended. 
KEYWORDS Neutralizing antibody, CDC effect, HBsAg.

INTRODUCTION
Hepatitis B virus (HBV) infection is a common public 
health problem worldwide; 5–10% of persistent HBV 
infections following acute hepatitis B develop into 
chronic liver disease, including chronic active hepa-
titis, cirrhosis, and primary liver cell carcinoma [1]. 
Although nucleic acid analogs effectively prevent the 
risk of HBV reactivation and completely eliminate 
the possibility of hepatitis outbreak, the probability 
of functional cure is extremely low, and it still causes 
serious damage to the liver and even the occurrence 
of liver cancer [2].

Currently, prevention of hepatitis B virus infec-
tion primarily involves active and passive immuni-
zation [3]. Active immunization entails administering 
the hepatitis B vaccine, making it one of effective 
measures for preventing hepatitis B transmission [4]. 
Passive immunization involves administering hepati-
tis B immune globulin (HBIG), which is mainly used 
to prevent mother-to-child transmission (in combina-

tion with the hepatitis B vaccine) [5]. Research has 
demonstrated that a combination of both HBIG and 
the hepatitis B vaccine is more effective in reducing 
the chronic infection rate [6]. Most HBIG is derived 
from positive serum containing anti-HBsAg, which 
limits its large-scale production and poses a risk for 
blood-borne infectious diseases because it is originat-
ing from serum sources. Despite the transition from 
blood-derived vaccines to genetically engineered ones, 
there is an urgent need to develop genetically engi-
neered antibodies against anti-HBs as a replacement 
for HBIG [7]. The phage antibody library technology 
offers an alternative solution to address this issue.

The present study mainly introduced a new ful-
ly humanized neutralizing antibody (HT-102), which 
was in phase 1 clinical stage (Chinese Clinical Trial 
Registry No. ChiCTR2200072837). The phage dis-
play Fab libraries were constructed using the estab-
lished methods [8, 9] based on targeted genes iso-
lated from PBMCs of 18 donors who had received 
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hepatitis B virus vaccination. Total cellular mRNAs 
were extracted using an RNeasy Mini Kit (Qiagen), 
and cDNA synthesis was primed with oligo (dT) us-
ing a Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis 
Kit (Roche). The light and heavy chain genes were 
amplified from the cDNA by PCR and sequentially 
cloned into the pComb 3H vector using a standard 
protocol [10]. Fab antibody preparations were tested 
and screened by indirect ELISA using 96-well plates 
coated with 0.5–1 μg of purified S protein, with horse-
radish peroxidase (HRP)-conjugated anti-human Fab 
used as a secondary antibody. Following the evalua-
tion of the clones, HT-102 was selected as the final 
monoclonal antibody due to its superior performance 
in terms of anti-HBsAg titer, Fab expression levels, 
and binding affinity [11]. The primary mechanism in-
volves specific binding to the S antigen on the surface 
of the HBV virus [12], which prevents its interaction 
with cell receptors and subsequent entry into cells, 
consequently impeding HBV infection in uninfected 
cells [13].

MATERIALS AND METHODS

In vitro
The following commercial cell lines were used for in 
vitro efficacy assays: PHHs (Wuxi Apptec, cat. # LGI, 
China), Myrcludex B (Wuxi AppTec, cat. # P1214012, 
China), Cell PBMC (HemaCare, cat. # 20063062, USA), 
HepG2-HBsAg and Raji cells (Wuxi AppTec, China). 
Detailed information regarding the HBV virus is pro-
vided in Table 1 (see Appendix). The following com-
mercial test kits were utilized in this experiment: LDH 
assay kit (Promega, cat. # G1780, USA), CCK-8 (Li Ji 
Biochemicals, cat. # AC11L057, China), HBsAg ELISA 
kit (Autobio Inc., cat. # CL-0310, China), and HBeAg 
ELISA kit (Autobio Inc., cat. # CL-0312, China). The 
main instruments used in this experiment include an 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) read-
er (Molecular Devices, USA), a centrifuge (Beckman 
Coulter, USA), and a cell counter (Countstar, China).

Anti-HBV efficacy. On day 0, PHH cells were re-
covered and adjusted to a suitable density of 
1.32 × 105 cells/well before being seeded into 48-well 
cell plates at a concentration of 20 μg/ml. On day 1, 
HT-102 was prepared at starting concentrations of 
20, 5, 1.250, 0.313, 0.078, 0.020, and 0.005 μg/ml to be 
mixed with type B, type C, and type D HBV virus-
es for 1 h before being added to the cells. Similarly, 
Myrcludex B was prepared at starting concentrations 
of 100, 25, 6.250, 1.563, 0.391, 0.098, and 0.024 nM. 
On day 8, the cell culture supernatants were collected 
for CCK-8 assay to determine cell viability as well 

as ELISA analysis for HBeAg and HBsAg detection. 
The HBsAg inhibition rate (%) and HBeAg inhibition 
rate (%) were calculated as (1 – [HBsAg or HBeAg 
test sample concentration / HBsAg or HBeAg medi-
um control concentration]) × 100%, respectively. Cell 
viability% was determined as (test sample absorb-
ance – blank average absorbance)/ (medium control 
average absorbance – blank average absorbance) × 
100%. The data were analyzed using the log(inhibitor) 
vs response-variable slope method in the GraphPad 
Prism software to obtain the EC50 and CC50 values of 
the compound against HBV.

The antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) 
and complement-dependent cytotoxicity (CDC) effects. 
The binding rate of the tested antibody to the target 
cell was verified as follows. Different concentrations 
of HT-102 (0.1, 1, 10, and 100 μg/ml) were prepared 
and incubated with HepG2-HBsAg stably transfect-
ed cells at 4°C for a specified duration. A negative 
control was included simultaneously. Fluorescent sec-
ondary antibody APC-anti-human IgG Fc (Jackson 
ImmunoResearch, cat. # 109-605-098, USA) was added 
and incubated. Finally, flow cytometry was employed 
to determine the binding rate.

ADCC: On day 1, PBMC cells were adjusted to a 
density of 2 × 106 cells/ml. Raji and HepG2-HBsAg 
stable transfection cell lines were also adjusted to a 
density of 4 × 105 cells/ml. The antibodies, includ-
ing positive control Rituximab (MedChemExpress, 
cat. # HY-P9913, USA) and negative control IgG1 
(Genenode, cat. # 91001B, China), were then prepared 
at concentrations ranging from 100 to 0 μg/ml. The 
LDH test was performed in strict accordance with 
the manufacturer’s instructions provided in the LDH 
assay kit. Killing rate = (Test sample absorbance – 
Low control absorbance – PBMC absorbance) / (High 
control absorbance – Low control absorbance) × 100%. 
ADCC% = (killing rate of test sample – killing rate of 
no-antibody control) × 100%. 

CDC: The cell density of Raji and HepG2 cells was 
separately adjusted to 4 × 105 cells/ml. HT-102 anti-
body, positive control Rituximab, and negative control 
IgG1 were prepared at concentrations ranging from 
100 to 0 μg/ml. Next, the lysis solution was intro-
duced into each well for lysing the cells thereby re-
leasing LDH (lactate dehydrogenase). The instructions 
provided in the LDH kit were followed meticulous-
ly to conduct the LDH test. Complement-Mediated 
Cytotoxicity of Target Cells: Killing rate = (Test sam-
ple absorbance – Low control absorbance) / (High 
control absorbance – Low control absorbance) × 100%. 
CDC% = (killing rate of test sample – killing rate of 
no-antibody control) × 100%.
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In vivo
The recombinant rAAV8-1.3HBV (type D, ayw; 
batch number: awy1-P4-220301) was procured from 
Shanghai Wuxi AppTec. The primary reagents and 
instruments used are detailed in Tables 2 and 3 (see 
Appendix).

Evaluation of  the anti-HBV activity by a single 
dose injection.  Before injection, rAAV8-1.3HBV 
was prepared in sterile PBS at a concentration 
of 1 × 1011 v.g./200 μl. Injections were administered 
to 60 mice via the tail vein. After screening, 50 mice 
were divided into five groups and designated as group 
1 through group 5. Blood plasma was collected before 
detecting HBV DNA, HBsAg, and HBeAg on days 14 
and 21 after virus injection. On day 0 (28 days af-
ter virus injection), four groups of mice were sub-
cutaneously injected with a blank vehicle or a test 
compound solution, while the fifth group of mice was 
injected with the test compound solution via the tail 
vein. Blood plasma samples were collected from all 
mice via the submandibular vein on days -1, 2, 5, 7, 
10, and 14, and used to detect HBV DNA, HBsAg, 
and HBeAg. These blood plasma samples were also 
used to detect ALT and AST on days -1, 7, and 14 
(Appendix, Fig. S1). The experimental protocol is 
shown in Fig. 1. Data are presented as mean ± stand-
ard deviation of each group of mouse samples, unless 
otherwise specified.

Evaluation of the anti-HBV activity by multiple dose 
injection. All 35 mice successfully received 200 μl of 
the rAAV8-1.3HBV solution via the tail vein. After 

Fig. 1. Experimental design

Fig. 2. Experimental design

screening, 28 mice were selected into groups and 
labeled as group 1 through group 4. Blood samples 
were collected from infected mice via the subclavian 
vein on days 24 and 44 post-infection and stored at 
–80°C for detecting HBV DNA, HBsAg, and HBeAg 
[14]. On day 0, mice in groups 1–4 received subcu-
taneous injections of either a vehicle or a test com-
pound. Blood samples were collected from all mice 
through the subclavian vein on days -1, 1, 5, 8, 12, 15, 
19, 22, 26, and 29 post-infection for detecting HBV 
DNA, HBsAg, and HBeAg. All mice were sacrificed 
by CO2 inhalation on day 29, and the right lobe of 
the liver was harvested and preserved in formalde-
hyde, transferred to PBS, and embedded into paraffin 
blocks to conduct IHC staining for detecting HBsAg. 
Figure 2 illustrates the experimental protocol design. 
The results of HBV DNA, HBsAg, HBeAg analysis are 
presented as the mean value ± standard deviation per 
group of mouse samples, unless otherwise specified.

RESULTS

In vitro anti-HBV efficacy
The experimental protocol was designed to vali-
date the in vitro antiviral activity within the PHHs 
system. Myrcludex B exhibited expected inhibition 
against HBeAg subtypes B, C, and D with EC50 values 
of 8.583, 11.180, and 0.853 nM, respectively, as well 
as against HBsAg subtypes B, C, and D with EC50 
values of 3.358, 7.545, and 0.908 nM, respectively [15, 
16]. HT-102 (batch number: C19455-YY2022001(C)) 
demonstrated EC50 values of 0.083, 0.057, and 
0.117 μg/ml for inhibition of HBeAg subtypes B, C 
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Fig. 3. (A) The fit curve for the inhibition of HBeAg by neutralizing antibody. (B) The fitting curve for the inhibition of 
HBsAg by neutralizing antibody targeting HBV surface antigens. Error bars represent standard errors

A

B
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and D, and EC50 values of 0.084, 0.058, and 0.119 μg/ml 
for inhibition of HBsAg subtypes B, C, and D. HT-102 
(batch number: C19455-YY2022002) showed EC50 val-
ues of 0.072, 0.058, and 0.107 μg/ml for inhibition of 
HBeAg subtypes B, C, and D, and EC50 values of 0.104, 
0.055, and 0.108 μg/ml for inhibition of HBsAg sub-
types B, C, and D. The fit curves are shown in Fig. 3.

A microscopy study revealed that neither HT-102 
(batch number: C19455-YY2022001(C)) nor myrcludex 
B exhibited an apparent toxicity against PHHs cells. 
This finding was further supported by the results ob-
tained from CCK-8 detection. Figure 4 shows the cell 
viability curve.

The antibody-dependent cellular cytotoxicity 
(ADCC) and complement-dependent cytotoxicity 
(CDC) effects
HepG2 cells stably expressing HBsAg protein were 
used as target cells. When evaluating the binding ef-
ficiency of the neutralizing antibody to these target 
cells [17], flow cytometry results demonstrated a con-

centration-dependent increase in binding rates be-
tween the target cells and various concentrations (0.1, 
1, 10, and 100 μg/ml) of HT-102(BM012). The highest 
binding rate, 37.9% at a concentration of 100 μg/ml, 
was observed with HepG2-HBsAg stably transfect-
ed cells. In contrast, the binding rates of the neg-
ative control antibody were significantly lower than 
those of HT-102(BM012) at the same concentrations. 
However, it is worth noting that at a concentration 
of 100 μg/ml, the binding rate was elevated (48.2%) 
for the negative control antibody, suggesting potential 
non-specific staining due to excessive concentration. 
These findings shown in Fig. 5.

Evaluation of the ADCC activity revealed that 
Rituximab exhibited a significant dose-dependent 
ADCC activity within its specified range (13.57–
53.03%) [18, 19]. The negative control antibody, hu-
man IgG1, exhibited an ADCC activity of -7.35%. 
Concentrations of the positive and negative controls 
used in the test are listed in Table 4 (see Appendix). 
The test antibody HT-102(BM012) displayed no de-
tectable ADCC activity within its specified range 
(0.0064–100 μg/ml) (Table 5, see Appendix).

During further assessment of the CDC effect of the 
test antibody, it was observed that Rituximab exhib-
ited a CDC effect ranging from 0.68 to 15.59% within 
its tested concentration range (0.0064–100 μg/ml). The 
HT-102 (BM012) showed a CDC effect ranging from 
-0.71 to 5.23% within its tested concentration range 
(0.0064–100 μg/ml), while the negative control human 
IgG antibody had a CDC effect value of -0.13%. These 
findings indicated that HT-102 (BM012) exhibited a 
weak but dose-dependent CDC effect. The detailed re-
sults are available in Tables 6 and 7 (see Appendix).

Evaluation of the in vivo anti-HBV activity 
by a single dose injection
The levels of HBeAg, HBsAg, and HBV DNA in 
mice in the vehicle group remained relatively sta-
ble throughout the experiment, fluctuating within 
the ranges of 3.30–3.70 log10 PEIU/ml for HBeAg, 
5.10–5.72 log10 IU/ml for HBsAg, and 5.47–6.02 
log10 copy/μL for HBV DNA during the experimen-
tal period [20]. Low-dose group (6.67 mpk, SC): on 
day 0, mice in group 2 were compared to the ve-
hicle group. No significant reduction was observed 
in plasma levels of HBeAg, HBsAg, and HBV DNA. 
Medium-dose group (20 mpk, SC): mice in group 
3 were compared to the vehicle group; on day 2, a 
slight decrease was observed in plasma levels of 
HBeAg (-0.15 log10 PEIU/ml; p < 0.01), HBsAg (-0.60 
log10 IU/ml; p < 0.01), and HBV DNA (-0.47 log10 
copy/μL; p < 0.05), but these levels rebounded by day 
10 after treatment. High-dose group (60mpk, SC): 

Fig. 4. The fit curves for cell viability. Error bars represent 
standard errors

µg/ml]

µg/ml]

µg/ml]
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mice in group 4 were compared to those in the vehicle 
group; on day 2, there was a slight decline in plasma 
level of HBeAg (-0.18 log10 PEIU/ml; p < 0.01), and 
significant decrease in both HBsAg (-3.26 log10 IU/ml; 
p < 0.01) and HBV DNA levels (-2.47 log10 copy/μL; 
p < 0.01). However, identically to the observations in 
the medium-dose group, the levels of HBeAg, HBsAg, 
and HBV DNA returned to the baseline. In the medi-
um-dose group (20 mg/kg, IV), mice in group 5 were 
injected via the tail vein. Compared to the vehicle 
group, there was slight reduction in plasma HBeAg 
and HBV DNA levels on day 2 (0.12 log10 PEIU/ml 
(p < 0.01) and 0.41 log10 copies/μL (p < 0.01), respec-
tively). However, by day 10 post-dose, the HBsAg lev-
els returned to the level of the vehicle group. The re-
sults of the entire experiment are presented in Fig. 6.

Evaluation of the in vivo anti-HBV activity 
by multiple dose injection
Group 2 (6.67 mg/kg, SC): HT-102 was administered 
subcutaneously at a dose of 6.67 mg/kg every three 
days. Compared to the vehicle group, the plasma 
HBeAg level in mice slightly decreased from day 8 
to day 19 post-dose; the mean decrease ranged from 
0.09 to 0.19 log10 PEIU/ml (p < 0.05). The other time 
points were similar to those in the vehicle group. The 
plasma HBsAg level in mice was significantly reduced 
on day 1 after the first administration and decreased 
to the lower limit of quantification (LLOQ); the plas-
ma level of HBsAg fluctuated between day 5 and day 
29. A significant decline was observed on days 8, 15, 
22, and 29; the mean decrease was 4.67, 4.84, 3.33, and 
3.26 log10 IU/ml (p < 0.01), respectively. Compared 
with the vehicle group, the plasma level of HBV DNA 

in mice was significantly lower after the first admin-
istration of HT-102; subsequently, on days 5 through 
29, there were fluctuations in the plasma levels of 
HBV DNA related to the administration time, with 
a significant decrease observed on days 8, 15, 22, and 
29 (the mean decrease being 2.20, 2.12, 1.78, and 1.43 
log10 copies/μL (p < 0.01), respectively). Plasma levels 
of HBeAg in group 3 mice were slightly decreased 
(20 mg/kg) compared to the vehicle group on days 
5 and day12 through day 19 post-dose. The plasma 
levels of HBsAg in mice were significantly reduced 
on days 1 through 29, reaching the LLOQ value. The 
mean decrease in the HBsAg level was between -4.42 
and -4.97 log10 IU/ml (p < 0.01). In a similar manner, 
the plasma levels of HBV DNA in mice were signif-
icantly decreased at all time points between day 1 
and day 29 compared to those in the vehicle group 
and slightly reduced, approaching the LLOQ value. 
The mean decrease in HBV DNA was between -1.92 
and -2.32 log10 copy/μl (p < 0.01). In group 4 mice, 
the serum levels of HBeAg were slightly decreased 
on days 12 through 19 compared to those in the ve-
hicle group; the mean reduction range was -0.15 to 
-0.23 log10 PEIU/ml (p < 0.05), while results similar 
to those in the vehicle group were observed for oth-
er time points. Furthermore, the serum HBsAg lev-
els were significantly reduced on days 1 through 29, 
reaching the LLOQ value, the mean reduction range 
being -4.40 to -4.97 log10 IU/ml (p < 0.01). In a similar 
manner, the serum levels of HBV DNA significantly 
decreased from day 1 to 29 and approached the LLOQ 
value, with mean reduction range of -1.81 to -2.20 
log10 copy/μl (p < 0.01). Detailed graphs are shown 
in Fig. 7.

Fig. 5. The efficacy 
of the neutralizing 
antibody and 
negative control 
antibody in their 
binding to the 
target cells

µg/ml µg/ml µg/ml µg/ml

µg/ml µg/ml µg/ml µg/ml
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Fig. 6. The effects of the test compound on HBsAg, 
HBeAg, and HBV DNA in the plasma of AAV/HBV 
mice. The plasma levels of HBsAg and HBeAg in mice 
were quantified by ELISA, while the HBV DNA level was 
determined by quantitative PCR analysis. Error bars 
represent standard errors

Figure 8 shows HBsAg expression in the liver for 
each mouse group. All the liver tissue sections har-
vested from AAV/HBV-infected mice were charac-
terized by specific localization of HBsAg. Moreover, 
equine anti-HBsAg polyclonal antibody was used to 
stain brown for the positive control in IHC staining. 
Positive HBsAg expression was predominantly con-
centrated within the hepatic sinusoidal region and 
exhibited a radial distribution [21, 22]. Microscopic 
examination revealed a significant dose-dependent 

Fig. 7. The effects of the test compound on plasma 
levels of HBsAg, HBeAg, and HBV DNA in AAV/HBV 
mice. The plasma levels of HBsAg and HBeAg in mice 
were quantified by ELISA, while the HBV DNA level was 
determined by quantitative PCR analysis. Error bars 
represent standard errors

reduction in HBsAg expression in liver tissue sam-
ples from the low-dose, medium-dose, and high-dose 
groups compared to the placebo group. Notably, the 
lowest level of HBsAg positive expression was ob-
served for mice in the high-dose group.

DISCUSSION
The excessive release of HBsAg in chronic HBV pa-
tients leads to tolerance to antibodies and cell-medi-
ated immune responses, which currently is a major 
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obstacle to eradication of the virus [23, 24]. Therefore, 
it is crucial to identify approaches that can overcome 
immune tolerance and enable hosts to generate effec-
tive immune responses capable of clearing the virus 
and preventing further HBV infection [25, 26].

We conducted in vitro assays to evaluate the antivi-
ral activity of the compound against hepatitis B virus 
(HBV) types B, C, and D. The HBeAg and HBsAg lev-
els were quantified by ELISA, while human primary 
hepatocytes (PHHs) were employed for assessing the 
efficacy of the compound. Furthermore, no cytotoxic 
effects were observed within the tested concentration 
range. This study revealed no ADCC effect; however, 
HT-102 exhibited a weak and dose-dependent CDC 
effect. Subcutaneous administration of the test anti-
body at medium and high doses effectively reduced 
the HBeAg, HBsAg, and HBV DNA levels, being in-
dicative of a significant dose-dependent response. 
Analysis of the ALT and AST levels in blood samples 

revealed no significant elevation in the mean post-
dose levels among the treatment groups, indicating 
that there was no adverse impact on liver function. 
Furthermore, repeated subcutaneous low-dose, medi-
um-dose, and high-dose injections effectively reduced 
the HBeAg, HBsAg, and HBV DNA levels, while ex-
hibiting a favorable dose-dependent effect across all 
dosage groups. The immunohistochemical staining 
data revealed significant decline in HBsAg expres-
sion in the liver tissue samples; mice in the high-dose 
group exhibited the lowest HBsAg positive expression.

The results of both in vivo and in vitro pharmaco-
logical experiments indicate that the in vivo studies 
yielded some unexpected outcomes. Specifically, single 
medium- and high-dose administration led to a rapid 
rebound in HBsAg levels. After multiple low-dose ad-
ministrations, HBsAg biomarkers exhibited cross-cor-
relation between rebound and inhibition. However, 
after administration of multiple medium and high 
doses, HBsAg biomarkers remained at or below the 
lower limit of detection. The low-dose group exhibit-
ed unsatisfactory findings, two fundamental reasons 
underlying this observation. First, immunogenicity 
played a crucial role. Although neutralizing antibodies 
had shown promising clinical effects, fully humanized 
antibodies may elicit immune responses in mice, re-
sulting in production of antidrug antibodies (ADAs). 
ADAs could neutralize activity of the antibody drug, 
affect drug clearance and bioavailability, alter the 
pharmacokinetic characteristics of drugs, as well as 
interfere with or impede therapeutic efficacy [27–29]. 
A fluctuating rebound effect was observed in the me-
dium-dose group. It was possible to detect the pres-
ence of antidrug antibody (ADA) in the blood serum 
of mice and assess changes in its pharmacokinetic 
properties, as well as conduct research on construct-
ing a humanized liver chimeric mouse model infected 
with HBV. Second, the initial administration of neu-
tralizing antibodies may induce a negative feedback 
regulation, thereby further stimulating the release of 
viral particles from infected hepatocytes, leading to 
the inefficacy observed in the low-dose group, while 
the medium-dose group exhibited a fluctuating re-
bound in the mouse model of HBV infection. However, 
the high-dose group directly neutralized both extra-
cellular circulating HBV viral particles and newly se-
creted ones from infected hepatocytes, consistently 
maintaining them below the limit of quantification 
(LLOQ). This finding provided valuable insights for 
subsequent clinical dosing regimens [30]. 

Appendix is available on the website 
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27457.

Fig. 8. Immunohistochemical staining of HBsAg was 
performed in mouse liver samples to evaluate the anti-
HBV activity in the AAV/HBV mouse model through 
multiple dose injections. The HBsAg levels in the mouse 
liver were determined by IHC staining, compared with 
positive and negative controls; groups 1 to 3 were 
sampled for liver tissue staining on day 29
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РЕФЕРАТ TLR2 и TLR4 играют ключевую роль в развитии воспаления в ответ на бактериальную инфек-
цию. На клетках цельной крови человека исследовали действие липополисахарида (LPS) Rhodobacter 
capsulatus PG на активацию синтеза провоспалительных цитокинов агонистами рецепторов TLR2 
и TLR4 LPS Escherichia coli, липотейхоевой кислотой (LTA) Streptococcus pyogenes или Pam3CSK4 (син-
тетическим аналогом бактериальных липопептидов). Показано, что LPS R. capsulatus PG проявляет ан-
тагонистические свойства в отношении исследуемых агонистов TLR2 и TLR4, блокируя синтез цитоки-
нов TNF-α, IL-6 и IL-8. Предложены возможные механизмы блокирующего действия LPS R. capsulatus 
PG. LPS R. capsulatus PG может служить прототипом препаратов, защищающих как от грамотрица-
тельных, так и от грамположительных бактерий. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА липополисахариды, Rhodobacter capsulatus, липотейхоевые кислоты, Pam3CSK4, TLR, 
цитокины.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ KDO – 3-дезокси-d-манно-октулозоновая кислота; LPS – липополисахарид; 
LTA – липотейхоевая кислота; IL – интерлейкин; MD-2 – белок миелоидной дифференцировки 2; 
Pam3CSK4 – синтетический триацилированный липопептид; РАМР – патогенраспознающие молеку-
лярные паттерны; TLR – Тоll-подобный рецептор; TNF-α – фактор некроза опухоли α. 
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ВВЕДЕНИЕ
Распознавание патогена клетками крови является 
наиболее важным шагом в развитии адекватного им-
мунного ответа на инфекцию. TLR2 и TLR4 играют 
ключевую роль при воспалении благодаря способно-
сти идентифицировать определенные консерватив-
ные молекулярные структуры вторгшихся патогенов 
(PAMP) [1]. Эти рецепторы также формируют и свя-
зывают врожденные и адаптивные иммунные реак-
ции. Изучение механизмов функциональных ответов 
клеток врожденного иммунитета на PAMP различ-
ной природы важно для разработки эффективных 
способов противодействия бактериальным и вирус-
ным инфекциям. TLR4 является специфическим 
рецептором LPS, основного компонента клеточной 
стенки грамотрицательных бактерий [2]. Лигандная 

специфичность TLR2 контролируется их гетероди-
меризацией с TLR1 или TLR6. Триацилированные 
липопептиды вызывают гетеродимеризацию TLR2 
с TLR1, а в ответ на диацилированные липопептиды 
TLR2 взаимодействует с TLR6 и CD36 [3]. Из трех 
липидных цепей триацилированного лиганда (в част-
ности, Pam3CSK4) две взаимодействуют с TLR2, тог-
да как третья цепь занимает гидрофобный канал 
TLR1 [4]. Поскольку в молекуле TLR6 гидрофобный 
канал отсутствует, гетеродимер TLR2/TLR6 не мо-
жет распознавать триацилированные липопептиды 
[5]. Способность TLR2 кооперироваться либо с TLR1, 
либо с TLR6 приводит к взаимодействию клеток кро-
ви с более широким спектром микробных продуктов, 
увеличивает продукцию провоспалительных цитоки-
нов и осложняет патогенез сепсиса.
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L P S  ф о т о т р о ф н о й  б а к т е р и и  ш т а м м а 
Rhodobacter capsulatus PG, обладающий собствен-
ной низкой эндотоксической активностью, являет-
ся антагонистом эндотоксинов [6]. Синтетический 
аналог липида А R. capsulatus, препарат E5531, 
способен блокировать иммунобиологическую ак-
тивность LPS и LTA [7].

Задача настоящей работы состояла в изучении 
способности LPS R. capsulatus PG блокировать ак-
тивацию клеток врожденного иммунитета лиганда-
ми TLR2 и TLR4 разной природы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследования проведены на цельной крови услов-
но здоровых добровольцев в возрасте от 25 до 30 
лет. Все испытуемые дали письменное согласие 
на участие в исследовании. Протокол исследо-
вания соответствует Хельсинкской декларации 
Всемирной медицинской ассоциации (2013 г.) и одо-
брен Локальным этическим комитетом больницы 
Пущинского научного центра (№ 2 от 10.04.2014). 
Забор периферической крови осуществляли в кли-
нических условиях с использованием вакутейнеров 
(Becton Dickinson and Company, Великобритания), 
обработанных гепарином натрия (17 ед./мл).

Активация клеток крови LPS, LTA 
или Pam3CSK4
Для изучения влияния LPS, LTA и Pam3CSK4 
на синтез цитокинов цельную кровь разводили 
средой RPMI 1640 в соотношении 1 : 10 и инку-
бировали с LPS E. coli О55:B5 (100 нг/мл), LTA 
Streptococcus pyogenes (1000 нг/мл), синтетиче-
ским липопептидом Pam3CSK4 (300 нг/мл) (Sigma-
Aldrich, США) или LPS R. capsulatus PG (1000 
нг/мл) в различных сочетаниях в течение 6 ч 
при 37°C и 5% CO2. LPS R. capsulatus PG получен 
согласно методике, описанной ранее [8]. Для опре-
деления антагонистического действия LPS R. 
capsulatus PG в отношении агонистов кровь пред-
варительно инкубировали в течение 30 мин с LPS 
R. capsulatus PG, после чего добавляли LPS, LTA 
или Pam3CSK4. После инкубации клетки крови 
осаждали центрифугированием (300 g, 10 мин). 
Супернатанты отбирали и хранили при –20°C 
до определения содержания цитокинов.

Содержание цитокинов
Содержание цитокинов определяли с помощью 
наборов для ИФА TNF-α, IL-6, IL-8 («Вектор-
БЕСТ», Россия) согласно протоколу производите-
ля. Оптическую плотность образцов определяли 
на ИФА-анализаторе STAT FAX 3200 (Awareness 
Technology Inc., США) при длине волны 450 нм.

Статистический анализ
Статистическую обработку и графическое представ-
ление результатов проводили методами непараме-
трической статистики в Origin Pro 7.5 и Microsoft 
Office Excel 2010 (плагин AtteStat). Результаты пред-
ставлены в виде медианных значений с верхним 
и нижним квартилями (IQR). Статистическую зна-
чимость различий между медианными значениями 
определяли по критерию Манна–Уитни (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Важнейшим звеном в цепочке активации синте-
за цитокинов являются специфические рецепторы 
TLR2 и TLR4, обеспечивающие адекватный иммун-
ный ответ на различные патогены. На клетках цель-
ной крови человека в единой серии экспериментов 
исследовали активацию синтеза цитокинов TNF-α, 
IL-6 и хемокина IL-8 посредством лигандов TLR2 
и TLR4: LPS E. coli, LTA S. pyogenes или Pam3CSK4. 
Активирующие лиганды стимулировали выработку 
TNF-α, IL-6 и IL-8 клетками крови, достоверно пре-
вышающую контрольные значения (рис. 1). 

В ответ на активацию LTA S. pyogenes наблю-
далось повышение синтеза TNF-α и IL-8, концен-
трации которых были выше, чем при воздействии 
LPS E. coli или Pam3CSK4. Иными словами, количе-
ство синтезируемых клетками цитокинов снижалось 
в ряду LTA S. pyogenes > LPS E. coli > Pam3CSK4. 
LPS R. capsulatus PG в концентрации, превыша-
ющей концентрацию эндотоксина E. coli в 10 раз, 
Pam3CSK4 в 3 раза и в равной концентрации с LTA 
S. pyogenes не стимулировал выработку TNF-α 
в клетках (рис. 1).

Содержание IL-8 и IL-6 в крови в ответ на LPS 
R. capsulatus PG незначительно увеличивалось 
по сравнению с контролем, но было значительно 
ниже, чем при активации клеток крови другими ли-
гандами. 

Изучение способности LPS R. capsulatus PG за-
щищать от действия LPS E. coli, LTA S. pyogenes 
и Pam3CSK4 показало, что LPS R. capsulatus PG 
подавляет синтез TNF-α и IL-6 в крови, причем 
блокирование ответа снижалось в ряду LTA S. pyo-
genes > LPS E. coli > Pam3CSK4, как и при актива-
ции клеток крови исследованными лигандами. LPS 
R. capsulatus PG не защищал клетки крови от ак-
тивации синтеза IL-8 посредством LPS E. coli, в от-
личие от активации посредством LTA S. pyogenes 
и Pam3CSK4. В этом случае защитный эффект LPS 
R. capsulatus PG был значительным. 

ОБСУЖДЕНИЕ
В представленной работе изучали потенциальную 
антагонистическую активность LPS непатогенной 
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Эндотоксическая активность LPS зависит 
от структуры липида А. Наиболее значимый фак-
тор, определяющий связь между структурой ли-
пида А и токсичностью LPS, количество жирных 
цепей. Ранее было показано, что Е5531, синтети-
ческий аналог липида А фототрофной бактерии 
R. capsulatus 37b4, блокирует иммунобиологиче-
скую активность LPS E. coli и LTA Staphylococcus 
faecalis [7]. В отличие от Е5531, LPS R. capsulatus 
PG содержит не только атипичный липид А с пя-
тью укороченными жирными кислотами, в том 
числе одной ненасыщенной, но и включает в свою 
структуру 3-дезокси-d-манно-октулозоновую кис-
лоту (KDO), внешний кор и О-антиген. Установлено, 
что внутренний кор LPS влияет не только на биоло-
гическую активность, но также на взаимодействие 
с белком MD-2 и TLR4 [9]. Для распознавания LPS 
TLR4 образует димер с мембранным белком MD-2, 
который связывается с LPS, образуя комплекс, спо-
собный активировать TLR4-положительные клетки 
[2]. Показано, что липид А R. sphaeroides полностью 
заполняет гидрофобный карман MD-2, формируя 
комплекс MD-2/липид А, который удерживается 
главным образом за счет гидрофобного взаимодей-
ствия между хвостами липида A и аминокислота-
ми полости связывания MD-2. Tyr102 может отве-
чать за антагонистическую активность этого липида 
А из-за его перевернутого встраивания в комплексе 
MD-2/липид A [10]. MD-2 также участвует в TLR2-
опосредованных ответах клеток крови на компонен-
ты клеточной стенки грамположительных бактерий. 
MD-2 связывается с TLR2, но эта связь слабее, чем 
с TLR4 [11].

Для распознавания три- или диацилированных 
липопептидов TLR2 образует рецепторные гетеро-
димеры с TLR1 или с TLR6 [12]. Известно, что ати-
пичные LPS Legionella pneumophila или Rhizobium 
spp. индуцируют воспалительные ответы скорее 
через TLR2, чем через TLR4 [13]. В нашей рабо-
те установлено, что LPS R. capsulatus PG блоки-
рует активацию синтеза цитокинов в клетках кро-
ви агонистами не только TLR4, но также TLR2/6 
и TLR2/1. Это указывает на то, что из-за особен-
ностей состава и структуры липида А LPS R. cap-
sulatus PG может связываться не только с TLR4, 
но и с TLR2. По-видимому, в противоположность 
классическим агонистам, структура липида А R. 
capsulatus PG не стимулирует образование го-
модимера (TLR4)2 или комплексов TLR2/TLR1 
и TLR2/TLR6, необходимых для активации кле-
ток с последующим синтезом провоспалительных 
цитокинов. Возможно, LPS R. сapsulatus образует 
комплекс TLR2/MD-2/LPSRb, блокирующий форми-
рование гетерокомплексов TLR2/6 или TLR2/1 и по-

Рис. 1. Влияние LPS R. capsulatus PG на синтез TNF-α, 
IL-8 и IL-6 при активации клеток цельной крови LPS E. 
coli, LTA S. pyogenes или Pam3CSK4, n = 7. *p < 0.05

TN
F-

α,
 п

г/
м

л
IL

-8
, 

пг
/

м
л

IL
-6

, 
пг

/
м

л

LPS Rb. - + - + - + - +
LPS E.c. - - + + - - - -
LTA S.p. - - - - + + - -
Pam - - - - - - + +

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

6000

4000

2000

0

*
*

*
*

*

*

*

*

*

*

бактерии R. capsulatus PG не только в отношении 
LPS грамотрицательной бактерии E. coli – типич-
ного агониста TLR4, но также ди- или триацили-
рованных липопептидов – LTA грамположительной 
бактерии S. рyogenes и синтетического аналога три-
ацилированных липопептидов, Pam3CSK4.
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следующую TLR2-опосредованную активацию кле-
ток посредством LTA или Pam3CSK4 с повышением 
синтеза цитокинов TNF-α, IL-6 и IL-8. 

В связи с тем, что LPS R. capsulatus PG блоки-
рует активацию TLR4 и TLR2, нельзя исключить 
механизм его антагонистической активности, пред-
ложенный для LPS Ochrobactrum intermedium [14]. 
Этот низкотоксичный атипичный LPS при актива-
ции клеток крови индуцирует взаимодействие ре-
цепторов TLR4 и TLR2 и образование гетеродимера 
TLR4/TLR2. Бактерии R. сapsulatus PG и O. inter-
medium относятся к α-подгруппе Proteobacteria 
[15]. LPS обеих бактерий обладают низкой эндоток-
сической активностью. В состав LPS этих бакте-
рий входят липиды А, содержащие ненасыщенный 
жирнокислотный остаток, внутренний кор, внешний 
кор и О-антиген. Показано также, что сахара кора 
также участвуют в формировании низкоактивно-
го комплекса TLR2/TLR4/MD-2 при ответе на LPS 
O. intermedium [14]. Нельзя исключить, что взя-
тый в избытке LPS R. сapsulatus PG также инду-
цирует формирование низкоактивного комплекса 
TLR4/MD-2/TLR2, который блокирует последующий 
синтез TNF-α, IL-6 и IL-8 в ответ на LPS E. coli, 
LTA S. pyogenes или Pam3CSK4.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Из полученных результатов следует, что LPS 
R. capsulatus PG проявляет антагонистическую 
активность в  отношении не  только лигандов 
TLR4, но и лигандов TLR2 разной структуры, та-
ких как три- и диацилированные липопептиды. 
Предложены возможные механизмы блокирую-
щего действия LPS R. capsulatus PG в отношении 
активации TLR2 и TLR4.

LPS R. capsulatus PG может служить прототипом 
препаратов, защищающих как от грамотрицатель-
ных, так и от грамположительных бактерий. 
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РЕФЕРАТ За последние десятилетия проведено значительное количество наблюдений, демонстрирующих 
важность геномной интрогрессии между относительно отдаленными видами позвоночных животных. 
В том числе, интрогрессия описана между двумя видами костистых рыб – трехиглой (Gasterosteus 
aculeatus) и девятииглой (Pungitius pungitius) колюшками. Полученные ранее полногеномные данные 
для обоих видов позволяют предположить, что морские популяции девятииглой колюшки увеличива-
ют свой адаптивный потенциал к морской среде благодаря интрогрессивной гибридизации с проходной 
трехиглой колюшкой. Эти результаты требуют переосмысления механизмов эволюционного процесса, 
при которых новые признаки у организмов появляются не только путем долгого накопления случай-
ных мутаций, но и через заимствования у других видов и экологических форм.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА интрогрессия, гибридизация, девятииглая колюшка, Pungitius pungitius, адаптация, 
трехиглая колюшка, Gasterosteus aculeatus.
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ВВЕДЕНИЕ
Естественная межвидовая гибридизация, которая 
приводит к появлению жизнеспособного и плодо-
витого потомства, происходит относительно часто 
даже между генетически отдаленными видами рас-
тений [1–3] и животных [4–8]. В большинстве случа-
ев остается неясным, является ли такой обмен гена-
ми следствием случайных процессов или он играет 
значимую роль в адаптации видов к меняющимся 
условиям окружающей среды или при завоевании 
ими новых экологических ниш [9, 10]. 

В некоторых случаях показано, что геномная 
интрогрессия как следствие гибридизации может 
быть адаптивной, приводить к появлению мор-
фологически и физиологически отличных форм 
при использовании генетического материала обоих 
родительских видов. Такие адаптивные механиз-
мы продемонстрированы только в случае гибрид-
ных форм со значительным уровнем интрогрессии 
от обоих родителей [11–14]. В то же время до сих 
пор остается неясным, является ли не приводящая 

к заметным морфологическим изменениям интро-
грессия между видами адаптивной или она проис-
ходит случайно и со временем ее следы «вымыва-
ются» из генофонда видов.

Ранее интрогрессивная гибридизация была обна-
ружена нами в беломорских популяциях трехиглой 
(Gasterosteus aculeatus) и девятииглой (Pungitius 
pungitius) колюшек [15, 16]; предполагалось, что эта 
интрогрессия способствует появлению фенотипов 
девятииглой колюшки, адаптированных к морской 
воде. Следует отметить, что такой уровень интро-
грессии не приводил к значительным морфологиче-
ским изменениям и мог идентифицироваться только 
с помощью полногеномного секвенирования. В этом 
случае также оставалось неясным, было ли появ-
ление интрогрессивных локусов у девятииглой ко-
люшки следствием случайной гибридизации или же 
носило адаптивный характер [16].

В данной работе, опираясь на ранее опубликован-
ные наборы геномных данных морских и пресновод-
ных особей девятииглой колюшки [17] и используя 
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анализ D-статистики, известный также как ABBA-
BABA-тест [18], мы обнаружили следы интрогрес-
сии трехиглой колюшки в генотипы голарктических 
популяций девятииглой колюшки. Кроме того, вы-
явлен значительно более высокий уровень интро-
грессии в морских, нежели чем в пресноводных 
популяциях девятииглой колюшки, что позволяет 
предположить, что интрогрессия между этими дву-
мя видами имеет адаптивное значение.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биоинформатический анализ
В данной работе использованы данные полно-
геномного секвенирования 870 особей девяти-
иглой колюшки, ранее полученные Фенгом и соавт. 
для реконструкции филогеографической истории 
голарктических популяций девятииглой колюшки 
[17] и размещенные в Европейском нуклеотидном 
архиве, ENA (PRJEB39599). 

Наборы геномных данных девятииглых колюшек 
были классифицированы нами в соответствии с их 
экотипом на морскую (271 экземпляр) и пресноводную 
(599 экземпляров) группы. Затем мы провели срав-
нительный анализ, направленный на оценку уровня 
геномной интрогрессии трехиглой колюшки в геноти-
пы особей, относящихся к морскому и пресноводному 
экотипам девятииглой колюшки (рис. 1А). 

Интрогрессию между двумя видами колюшек 
выявляли с помощью ABBA-BABA-теста [18]; в ка-
честве внешней группы для этого теста использо-
вали геном обыкновенного лаврака (Dicentrarchus 
labrax, diclab1, PRJEB5099). Первоначально дан-
ные секвенирования каждой особи девятииглой 
колюшки, а также проходной трехиглой колюшки 
(SRR11611415) были откартированы на референс-
ный геном D. labrax с использованием программного 
пакета bowtie2 (версия 2.3.4.1) с параметром very-
sensitive-local [19] (Приложение 1). Затем откарти-
рованные данные были преобразованы из формата 
SAM в формат BAM, отсортированы и проиндекси-
рованы с помощью пакета SAMtools (версия 0.1.19) 
[20]. Полученные BAM-файлы анализировали 
при помощи программного пакета ANGSD [21] 
для оценки интрогрессии между проходной трех-
иглой колюшкой и двумя экотипами девятииглой 
колюшки. Значимость результатов тестов на интро-
грессию оценивали с помощью непараметрического 
критерия Уилкоксона.

Для выявления локусов интрогрессии использова-
ли таблицу SNP-генотипов, полученную при карти-
ровании данных геномного секвенирования на рефе-
ренсный геном D. labrax. В качестве референсного 
генома P. pungitius был выбран пресноводный об-

разец ERR9997510, который показал минималь-
ное значение D-статистики. В качестве референса 
G. aculeatus использовали геномные данные особи 
SRR11611426, полученные Недолужко и соавт. [16]. 
Анализировали только те локусы, которые имели 
гомозиготное состояние по референсному алле-
лю у образца ERR9997510 и гомозиготное состоя-
ние по альтернативному аллелю у SRR11611426. 
Во всех отфильтрованных локусах вычисляли ча-
стоту альтернативного аллеля у всех особей мор-
ского экотипа девятииглой колюшки. В локусах, 
частота альтернативного аллеля в которых превы-
шала 0.5, определяли гены с помощью картирования 
на референсную базу данных данио рерио (Danio 
rerio) GRCz11 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/
genome/GCF_000002035.6/) и программы blastx 
v2.12.0+ [22]. Анализ генных онтологий проводили 
с помощью веб-сервиса ShinyGO v0.81 [23].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Используя ABBA-BABA-тест, мы оценили уровень 
интрогрессии трехиглой колюшки в генотипы осо-
бей девятииглой колюшки, относящихся к морско-
му и пресноводному экотипам. Интрогрессию оце-
нивали путем вычисления значения D-статистики 
для каждой особи из обеих выборок (Приложение 
1). Среднее распределение значений D-статистики 
в морских популяциях девятииглой колюшки соста-
вило 0.1488593, в то время как у пресноводных оно 
равнялось 0.03277605, что близко к нулю (рис. 1Б).

Таким образом, уровень интрогрессии от трех-
иглой колюшки к девятииглой был значительно 
выше в группе морских особей, чем в группе пре-
сноводных особей (Приложение 1; рис. 1Б). Это от-
крытие подтверждает гипотезу о том, что геномная 
интрогрессия от трехиглой колюшки к девятииглой, 
которая эволюционировала в основном в пресной 
воде [24] и, возможно, не очень хорошо адаптирова-
на к морской среде, имеет адаптивный эффект [16].

Использование непараметрического критерия 
Уилкоксона позволило нам оценить статистическую 
значимость разницы значений D-статистики между 
морскими и пресноводными особями девятииглой 
колюшки (p-value = 1.004e-07), показав высокую до-
стоверность различий в уровне интрогрессии в ге-
номах морских и пресноводных особей девятииглой 
колюшки. 

Предполагается, что более высокий уровень ин-
трогрессии в морских популяциях может быть объ-
яснен наличием в их геномах аллелей проходной 
трехиглой колюшки, которые закрепились в мор-
ских популяциях девятииглой колюшки, помогая их 
носителям быстрее адаптироваться к повышенной 
солености.
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Анализ участков интрогрессии выявил 715 ло-
кусов, в которых частота аллеля, характерного 
для трехиглой колюшки, превышает 0.5 в морских 
популяциях девятииглой колюшки. Эти локусы рас-
положены в 432 генах. Список генов представлен 
в Приложении 2. Анализ обогащения генных катего-
рий (gene ontology, GO analysis) показал, что список 
генов интрогрессии обогащен группами категорий, 
связанных с процессами развития организма, регу-
ляции транскрипции, клеточной адгезии и транс-
мембранного ионного транспорта (Приложения 3–5). 
Эти группы генов, в первую очередь функционально 
связанные с клеточной адгезией и ионным транс-
портом, потенциально могут быть связаны с адап-
тацией к солености.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Прогресс и удешевление использования технологий 
глубокого секвенирования ДНК, а также появление 
принципиально новых методов биоинформатическо-
го анализа позволяют оценить причины взрывного 
видообразования, множественные экологические ра-
диации, быструю адаптацию к изменяющейся среде 
обитания или же описать следы древней гибридиза-
ции в геномах [12, 14, 25]. 

Возможность интрогрессивной гибридизации 
между трехиглой и девятииглой колюшками в бас-
сейне Белого моря была продемонстрирована ранее 
[15, 16]. Интересно, что большинство геномов из-
ученных особей девятииглой колюшки имели сла-
бые, но отчетливые сигналы интрогрессии от трех-
иглой колюшки [16], однако в отсутствие морских 
особей девятииглой колюшки не представлялось 

возможным доказать адаптивный потенциал по-
добной межродовой интрогрессии. В настоящем 
исследовании, используя геномные данные мор-
ских и пресноводных популяций девятииглой ко-
люшки и статистические тесты, наглядно показа-
но, что морские популяции этого вида повышают 
адаптивность к солености за счет интрогрессии 
от преимущественно морского вида – трехиглой 
колюшки.

Полученные нами результаты подразумевают не-
обходимость переосмысления имеющихся геномных 
данных с точки зрения того, что разрушение ре-
продуктивных барьеров между видами, в том числе 
эволюционно отдаленными, происходит чаще, чем 
считалось ранее. Кроме того, интрогрессивная ги-
бридизация может иметь значительный адаптивный 
потенциал в периоды изменений окружающей сре-
ды, глобальных катаклизмов и массового вымира-
ния видов [11]. Другой вывод, вытекающий из полу-
ченных нами результатов, – необходимость более 
внимательного рассмотрения событий геномной ин-
трогрессии как одного из существенных факторов 
эволюции. Кроме того, интрогрессию следует учи-
тывать при проведении филогенетических иссле-
дований и оценки демографической истории видов, 
поскольку явления интрогрессивной гибридизации 
вносят значительный вклад в них. 

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда (грант № 24-76-10054).

Приложения доступны на сайте  
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27528.

Рис. 1. ABBA-BABA-тест. А – схематическая интерпретация ABBA-BABA-теста для четырех таксонов, исполь-
зуемых для выявления интрогрессии между пресноводными и морскими популяциями девятииглой колюшки 
и трехиглой колюшки. AB – случайно выбранная пресноводная девятииглая колюшка из набора данных, полу-
ченного Фенгом и соавт. [17]. BA – особи морской и пресноводной девятииглой колюшки, изученные Фенгом 
и соавт. [17]. BB – геномные данные особи трехиглой колюшки, ранее опубликованные Недолужко и соавт. [16], 
AA – обыкновенный лаврак (Dicentrarchus labrax), внешняя группа. Б – распределение значений D-статистики 
среди пресноводных и морских особей девятииглой колюшки
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 • Десятичные цифры набираются только через точку, 
а не через запятую (0.25 вместо 0,25). 
 • Сокращения единиц измерений пишутся только русски-
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го алфавитов.
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крипции – прямым шрифтом. 

 • Названия генов (кроме обозначения генов дрожжей) пи-
шутся строчным курсивом, названия белков – прямым 
шрифтом.

 • Названия нуклеотидов (А, Т, G, C, U), аминокислотных 
остатков (Arg, Ile, Val и т.д.) и фосфатов (ATP, AMP и т.д.) 
пишутся в латинской транскрипции прямым шрифтом.
 • Нумерация азотистых оснований и аминокислотных 
остатков пишется без дефиса (T34, Ala89).
 • При выборе единиц измерения необходимо придержи-
ваться международной системы единиц СИ.
 • Молекулярная масса выражается в дальтонах (Да, кДа, 
МДа).
 • Количество пар нуклеотидов обозначается сокращения-
ми (п.н., т.п.н.).
 • Количество аминокислотных остатков обозначается со-
кращением (а.о.).
 • Биохимические термины (в частности, названия фер-
ментов) приводятся в соответствии с международными 
правилами IUPAC.
 • Сокращения терминов и названий в тексте должны быть 
сведены к минимуму. 
 • Повторение одних и тех же данных в тексте, таблицах 
и графиках недопустимо.

ТРЕБОВАНИЯ К ИЛЛЮСТРАЦИЯМ 
 • Рисунки к статьям приводятся отдельными файлами в фор-
мате TIFF, при необходимости – в заархивированном виде.
 • Иллюстрации должны иметь разрешение не ниже 
300 dpi для цветных и полутоновых изображений 
и не менее 600 dpi для черно-белых иллюстраций. 
 • Недопустимо использование дополнительных слоев. 

РЕЦЕНЗИРОВАНИЕ, ПОДГОТОВКА РУКОПИСИ К ПЕЧАТИ, 
ОЧЕРЕДНОСТЬ ПУБЛИКАЦИИ
Статьи публикуются по мере поступления. Члены редкол-
легии имеют право рекомендовать к ускоренной публикации 
статьи, отнесенные редколлегией к приоритетным и полу-
чившие высокую оценку рецензентов.

Статьи, поступившие в редакцию, проходят экспертизу 
членов редколлегии и направляются на внешнее рецен-
зирование. Выбор рецензента является прерогативой ре-
дакции. Рукопись направляется на отзыв специалистам 

в данной области исследований, и по результатам рецен-
зирования редколлегия определяет дальнейшую судьбу 
рукописи: принятие к публикации в представленном виде, 
необходимость доработки или отклонение. 

Возвращение рукописи авторам на доработку не означает, 
что статья принята к печати. После получения доработанного 
текста рукопись вновь рассматривается редколлегией. До-
работанный текст автор должен вернуть вместе с ответами 
на все замечания рецензента. 

Переработанная рукопись должна быть возвращена 
в редакцию в течение одной недели после получения ав-
торами отзывов. 

На всех стадиях работы с авторами, редакторами и ре-
цензентами редакция использует электронно-почтовую 
связь, поэтому авторы должны быть очень внимательны 
к указанному в рукописи электронному адресу и должны 
своевременно сообщать о произошедших изменениях.

Корректуры статей редакция рассылает авторам по элек-
тронной почте в виде pdf-файла. На стадии корректуры не до-
пускаются замены текста, рисунков или таблиц. Если это 
все же необходимо, то данный вопрос решается с редколлегией.

ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
Ссылки на цитируемую литературу приводятся в тексте 
цифрами в квадратных скобках (нумерация в порядке ци-
тирования). Ссылке на работу в таблице или в подписи к ри-
сунку присваивается порядковый номер, соответствующий 
расположению данного материала в тексте статьи.
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Для периодических изданий: фамилия и инициалы ав-
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жать фамилию и инициалы автора, название диссертации, 
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Ссылки на патенты должны содержать фамилии 
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телефон: (495) 727-38-60.
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