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Аутофагия представляет собой процесс, в ходе которого содержимое клетки, такое как агрегиро­
ванные белки, дисфункциональные органеллы и клеточные структуры, изолируется аутофаго­
сомой и доставляется в лизосомы для деградации. Как процесс, позволяющий клетке избавляться 
от  нефункциональных компонентов, которые, как правило, накапливаются с возрастом, ауто­
фагия ассоциирована со многими заболеваниями человека. В  связи с этим поиск активаторов 
аутофагии и изучение механизма их действия являются важной задачей для борьбы со многими 
заболеваниями, а также для продления здоровой жизни человека. Богатыми источниками акти­
ваторов аутофагии являются растения, содержащие в своем составе большое количество поли­
фенольных соединений, которые могут быть активаторами в своем исходном виде или же могут 
метаболизироваться кишечной микробиотой до активных соединений. Данный обзор посвящен 
растительным активаторам аутофагии с акцентом на источники их получения, механизм дей­
ствия и применение при тех или иных заболеваниях. Также в обзоре описаны компании, зани­
мающиеся коммерциализацией природных активаторов аутофагии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: активаторы аутофагии, митофагия, липофагия, mTOR, уролитин А, ресвератрол, 
спермидин, куркумин.
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ВВЕДЕНИЕ

Аутофагия  – это один из фундаментальных 
молекулярных процессов, с помощью которого 
происходит удаление поврежденных или плохо 
работающих компонентов клетки. Известно три 
различных типа аутофагии: микроаутофагия, 
макроаутофагия и аутофагия, ассоциированная с 
шаперонами.

Микроаутофагия подразумевает неизбира­
тельный захват лизосомой макромолекул и частей 
мембран с последующим перевариванием. Таким 

образом, клетка может получать дополнитель­
ную энергию или материал для биосинтетической 
активности, что крайне необходимо, например, в 
условиях голодания. Однако важно отметить, что 
аналогичные процессы могут происходить и в нор­
мальных условиях [1]. Хотелось бы отметить, что в 
данном обзоре микроаутофагия подробно рассмат­
риваться не будет по причине того, что она пред­
ставляет собой неизбирательный тип аутофагии. 
В обзоре будет сделан акцент на макроаутофагию, 
которая играет важную физиологическую роль в 
здоровье человека и дисфункция которой является 
причиной многих заболеваний.

При аутофагии, ассоциированной с деятель­
ностью шаперонов, денатурировавшие белки 
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Принятые сокращения: АФК  – активные формы кислорода; Akt  – RAC-α серин/треонин протеинкиназа; 
AMPK  – АМP-активируемая протеинкиназа; BECN1  – беклин-1; EP300  – гистонацетилтрансфераза  p300; FDA  – 
управление по контролю качества пищевых продуктов и лекарственных средств; HIF-1α – индуцируемый ги­
поксией фактор 1α; LC3 – ассоциированный с микротрубочками белок легкой цепи 3; LKB1 – киназа печени B1; 
mTOR – мишень рапамицина млекопитающих; mTORC1 – мишень рапамицина млекопитающих комплекс 1; 
p62/SQSTM1  – секвестосома  1; p70S6K  – киназа  β1 рибосомального белка  S6; PARL  – cвязанный с пресенили­
нами ромбовидный белок; PI3K  – фосфатидилинозитол-3-киназа; PINK1  – PTEN-индуцируемая протеинкина­
за 1; PGC-1α – пероксисомный пролифератор-активированный рецептор гамма-коактиватора 1-альфа; SIRT1 – 
сиртуин  1; TFE3  – транскрипционный фактор  E3; TFEB  – транскрипционный фактор  EB; UA  – уролитин  A;  
Ub – убиквитин; ULK1 – unc-51-подобная активирующая аутофагию киназа.

транспортируются в лизосому, где и происходит 
их переваривание. Для протекания этих процессов 
необходимы цитоплазматические шапероны се­
мейства Hsp70–Hsp90, а также мембранные рецеп­
торы на лизосоме, которые распознают комплексы 
шаперонов с белками. Такой тип аутофагии опи­
сан исключительно в клетках млекопитающих и 
наблюдается в условиях стресса [2].

Наиболее интересным представляется послед­
ний, избирательный, тип аутофагии – макроауто­
фагия. Во время этого процесса органеллы, несущие 
аутофагосомную метку, узнаются мембранными ре­
цепторами (LC3/GABARAP). В качестве такой метки 
чаще всего служит убиквитин (Ub), но также могут 
использоваться сигналы на основе полисахаридов, 
липидов и Ub-подобных белков  [3]. В  результате 
узнавания сигнальной молекулы участок цито­
плазмы отделяется от остальной цитоплазмы дву­
мя мембранами – образуется аутофагосома. Далее, 
с ней сливаются лизосомы, формируя аутофаголи­
зосому, в которой будет происходить переварива­
ние всего содержимого, в том числе органелл [4].

Одной из отличительных особенностей макро­
аутофагии является быстрая и динамичная регуля­
ция. В  нормальных условиях уровень аутофагии 
в клетке достаточно низок, но в условиях голода 
или под влиянием специфических сигнальных 
веществ он возрастает в несколько раз. Постоян­
ное или периодическое снижение потребления 
калорий без недоедания является перспективной 
стратегией, увеличивающей продолжительность 
жизни организмов [5]. Однако строгое постоянное 
соблюдение таких режимов питания затрудни­
тельно, что способствовало появлению миметиков 
ограничения калорийности (CRM). CRM – соедине­
ния, искусственно запускающие пути ограничения 
калорийности и способствующие аутофагии. По­
тенциал использования миметиков ограничения 
калорийности против возрастных заболеваний 
был описан ранее в обзоре, посвященном механиз­
мам их действия и возможному терапевтическому 
использованию [6]. Некоторые из веществ, описан­
ных в упомянутой выше статье и причисленных к 
числу миметиков ограничения калорийности (рес­
вератрол, спермидин, кверцетин, куркумин и др.), 
будут подробно описаны в данном обзоре с точки 
зрения механизма их действия.

Макроаутофагия играет важную роль в таких 
физиологических процессах, как адаптация к голо­
ду, контроль качества клеточных органелл, элими­
нирование внутриклеточных паразитов и регуля­
ция врожденного и приобретенного иммунитета [7].

Среди разнообразия процессов макроаутофа­
гии стоит отдельно выделить аутофагию митохон­
дрий (митофагию), так как в ходе этого процесса 
удаляются лишние и поврежденные митохондрии, 
которые потенциально обладают высокой цитоток­
сичностью [8].

Сбалансированная работа систем митофагии 
крайне важна, и ее нарушение приводит к раз­
витию раковых, сердечно-сосудистых и нейроде­
генеративных заболеваний [9]. На грызунах было 
показано, что активация процессов митофагии и 
аутофагии с помощью фармакологических препа­
ратов позволяет улучшить состояние животных с 
моделями инфаркта миокарда, различных типов 
кардиомиопатии и атеросклероза  [8]. Этот факт 
особенно важен, так как до сих пор сердечно-сосу­
дистые заболевания занимают лидирующую пози­
цию по числу смертей не только в России, но и по 
всему миру [10].

На различных животных моделях было показа­
но, что вещества, приводящие к активации митофа­
гии, способствуют увеличению продолжительности 
жизни, предотвращая накопление поврежденных 
митохондрий. Помимо этого, употребление таких 
веществ также продлевает нормальную активность 
организма, препятствуя возрастному уменьшению 
силы мышц и снижению скорости ходьбы [11]. Это 
может быть объяснено тем, что с возрастом уро­
вень митофагии в клетках скелетных мышц падает, 
что, в свою очередь, приводит к снижению энерге­
тического снабжения мышц [12].

Другим интересным механизмом направлен­
ной аутофагии является липофагия  – путь дегра­
дации липидных капель (ЛК), которые участвуют 
в различных биологических процессах в клетках. 
Чрезмерное накопление  ЛК тесно связано с раз­
личными заболеваниями, включая болезни обмена 
веществ. Направленная деградация липидных ка­
пель является потенциальной стратегией борьбы 
с ожирением  [13], диабетом  [14], неалкогольным 
стеатогепатитом [15, 16] и другими заболеваниями, 
связанными с избыточным накоплением липидов.
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Рис. 1. Схема регуляции аутофагии. Ub – убиквитинирование, Р – фосфорилирование (красным показано ин­
гибирующее фосфорилирование, зеленым  – активирующее). Зеленые стрелки показывают активирующее 
мишень взаимодействие, красные  – ингибирующее. Черные стрелки используются для отражения последо­
вательности стадий в процессе аутофагии, а также для отражения мишени действия веществ. Черные пунк­
тирные стрелки отражают влияние внутриклеточных условий/факторов на мишень

Таким образом, изучение механизма актива­
ции аутофагии является перспективным направ­
лением исследований, нацеленных на увеличе­
ние продолжительности жизни и, что не менее 
важно, улучшения качества жизни пожилых лю­
дей. Более того, активаторы аутофагии все чаще 
рассматриваются как потенциальные средства 
для терапии таких заболеваний, как диабет  [17], 
инфекционные [18], онкологические [19, 20], ауто­
иммунные [21], сердечно-сосудистые [22], нейроде­
генеративные заболевания [23] и т.д. Одобренные 
управлением по контролю качества пищевых про­
дуктов и лекарственных средств (FDA) препараты, 
для которых показана способность активировать 
аутофагию, подробно рассмотрены в обзоре, по­
священном синтетическим активаторам аутофа­
гии [24].

Данный обзор посвящен описанию природных 
активаторов аутофагии и митофагии с акцентом 
на механизм их действия, источники происхожде­
ния, а также потенциал применения при тех или 
иных заболеваниях.

МЕХАНИЗМЫ АКТИВАЦИИ АУТОФАГИИ

За последнее десятилетие был достигнут зна­
чительный прогресс в изучении процесса ауто­
фагии. Были обнаружены эволюционно консер­
вативные гены, регулирующие аутофагию, что 
способствовало изучению ее функций, связанных 
с поддержанием гомеостаза и общим физиологи­
ческим состоянием. Более того, все больше дан­
ных свидетельствует о связи между нарушениями 
регуляции макроаутофагии и разнообразными за­
болеваниями. Поскольку именно макроаутофагия 
представляет собой избирательный тип аутофагии 
и играет наиболее значимую физиологическую 
роль в развитии различных заболеваний, мы рас­
смотрим механизм именно данного процесса, опу­
стив в представленном обзоре обсуждение неиз­
бирательной формы аутофагии, микроаутофагии.

Макроаутофагия. В аутофагии участвует мно­
жество белков, необходимых для слияния ауто­
фагосом и лизосом, закисления лизосом и лизо­
сомного переваривания, а также для передачи 
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регуляторных сигналов, которые связывают со­
стояние окружающей среды и систему аутофагии. 
Общая схема регуляции аутофагии приведена на 
рис. 1.

Основными сигналами для запуска аутофагии 
являются голодание клетки по энергии и амино­
кислотам, а также гипоксия и окислительный 
стресс. Основным сенсором голодания клеток по 
энергии служит АМP-активируемая протеинки­
наза (AMPK). Активность этого фермента также 
регулируется сиртуином 1 (SIRT1), NAD+-зависимой 
деацетилазой и ADP-рибозилтрансферазой. Сигна­
лом активации для SIRT1 служит накопление NAD+ 
в клетке, что, в свою очередь, свидетельствует об 
истощении источников энергии и снижении по­
тенциала на мембране митохондрий. В активиро­
ванном состоянии SIRT1 проявляет деацетилазную 
активность, что, в свою очередь, приводит к акти­
вации киназы печени B1 (LKB1) и AMPK, а также 
к деацетилированию  LC3 (ассоциированный с 
микротрубочками белок легкой цепи 3), ведущему 
к его перемещению из ядра в цитоплазму. SIRT1 
также может контролировать аутофагию через 
транскрипционные факторы FOXO1 и NF-κB (ядер­
ный фактор каппа-Би). Кроме того, поддерживая 
деацетилированное состояние пероксисомного 
пролифератор-активированного рецептора гамма-
коактиватора 1-альфа (PGC-1α), SIRT1 участвует в 
регуляции функции митохондрий и окислитель­
ного стресса [25].

Основными сенсорами сигналов выживания и 
роста для клеток служат PI3K (фосфатидилинози­
тол-3-киназа) и Akt (RAC-α серин/треонин протеин­
киназа). При активации данного сигнального пути 
происходит подавление аутофагии за счет ингиби­
рования белка туберозного склероза 2 (TSC2), кото­
рый перестает выключать регулятор RheB за счет 
гидролиза GTP. Помимо этого, Akt также фосфори­
лирует TFEB – основной транскрипционный фак­
тор, регулирующий биогенез митохондрий. В фос­
форилированном состоянии TFEB транслоцируется 
из ядра в цитоплазму, что приводит к снижению 
уровня аутофагии в клетках [26].

Центральным регулятором, который вовлечен 
в подавляющее большинство путей, связанных и с 
биогенезом, и с аутофагией компонентов клетки, 
является серин/треонин протеинкиназа mTOR (ми­
шень рапамицина млекопитающих). mTOR регу­
лирует клеточный рост и выживание за счет вос­
приятия межклеточных сигналов и информации 
о метаболизме, в частности, о доступности амино­
кислот. Также активность mTOR регулируется по 
AMPK- и Akt-зависимым путям.

В клетках mTOR входит в состав двух киназ­
ных комплексов (mTORC1 и mTORC2), различаю­
щихся по функциям. Роль mTORC2 заключается в 
регуляции сигнальных путей факторов роста за 

счет фосфорилирования киназ Akt и SGK, которые 
влияют на клеточное выживание и подавляют 
апоптоз  [27]. В  то же время mTORC1 в активном 
состоянии ингибирует аутофагию с помощью 
подавления активности Unc-51-подобной ки­
назы 1  (ULK1) и запускает биосинтез белков за 
счет фосфорилирования основных регуляторов 
трансляции мРНК, таких как белки группы 4E-BP, 
ингибирующие фактор инициации синтеза бел­
ка eIF4E [27]. Для активации mTORC1 должен быть 
транслоцирован на поверхность лизосомы, где он 
может быть активирован аминокислотами  [7]. 
При ингибировании mTOR голоданием или индук­
торами аутофагии ULK1  автофосфорилируется и 
претерпевает конформационные изменения, тем 
самым запуская сборку платформы для дальней­
шего процесса образования аутофагосомы  [28]. 
Основным эффектором этой платформы является 
белок беклин-1 (BECN1), который в составе различ­
ных комплексов будет активировать сборку ауто­
фагофора – двумембранной везикулы, содержащей 
удаляемые органеллы и участок цитоплазмы.

Процесс сборки аутофагофора включает два 
основных этапа: зарождение (нуклеация) и удли­
нение (элонгация) изолирующей мембраны. 
На стадии зарождения фагофорной мембраны тре­
буется комплекс с фосфатидилинозитол-3-киназой 
III класса (PI3K), который включает в себя BECN1. 
Регуляция активности этого комплекса происходит 
через BECN1 с помощью комплекса ULK, а также 
Bcl-2, антиапоптотического белка, который инги­
бирует аутофагию путем связывания BECN1 при 
избытке питательных веществ в клетке. Для ин­
дукции аутофагии необходима диссоциация BECN1 
и Bcl-2 [7].

Комплекс PI3K также запускает сборку плат­
формы, необходимой для привлечения, модифи­
кации и заякоривании LC3 в мембране фагофора. 
Изначально LC3 присутствует в клетке в виде пред­
шественника – proLC3. На первом этапе модифика­
ций от него отщепляется небольшой фрагмент с 
С-конца. В результате этой реакции появляется рас­
творимая форма LC3 – LC3-I [29]. У LC3-I С-концевой 
глицин экспонирован на поверхности. На следую­
щем этапе Atg7 (E1) и Atg3 (E2) проводят реакцию, 
подобную убиквитинированию [29]. В результате 
образуется связь между экспонированным С-конце­
вым глицином и фосфатидилэтаноламином и об­
разуется изоформа белка, связанная с мембраной, – 
LC3-II. При этом LC3-II связывается как с внешней, 
так и с внутренней мембранами аутофагосомы.

В клетке существуют специальные адаптерные 
системы, которые соединяют LC3 с мишенями ауто­
фагии. Наиболее изученным из них является p62, 
также известный как SQSTM1/sequestosome  1 (се­
квестосома 1). p62 является селективным рецепто­
ром аутофагии. В структуру данного белка входят 
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Рис. 2. Общая схема митофагии. Зеленым изображены нормальные митохондрии, красным – митохондрии 
с нарушениями в работе. Ub – убиквитинирование, Р – активирующее фосфорилирование. Зеленые стрелки по­
казывают активирующее мишень взаимодействие. Красная стрелка показывает ингибирующее мишень взаи­
модействие. Черные стрелки используются для отражения последовательности стадий в процессе митофагии

5 доменов: N-концевые домены Phox и Bem1p (PB1), 
домен цинкового пальца ZZ-типа, участок  PEST 
(содержащий предполагаемые сайты фосфори­
лирования) и С-концевой домен, связывающий 
полиубиквитин (UBA). N-Концевой домен PB1 ис­
пользуется для полимеризации p62 и связывания 
с другими белками, содержащими домены PB1 [30]. 
Предполагается, что р62 способствует связыванию 
полиубквитинированных белковых агрегатов 
с LC3, что приводит к их включению в аутофаго­
сому и деградации. Таким образом, клетка разру­
шает неправильно свернутые белки и р62 вместе  
с ними [30].

Митофагия. Митофагия представляет собой се­
лективную форму макроаутофагии, которая необхо­
дима для устранения поврежденных или избыточ­
ных митохондрий и, следовательно, является одним 
из важнейших процессов, поддерживающих кле­
точный гомеостаз. Нарушение митофагии может 
привести к развитию ряда заболеваний, включая 
рак, сердечно-сосудистые и нейродегенеративные 
заболевания, а также заболевания печени [8, 31–35].

Механизмы митофагии можно классифици­
ровать на Ub-зависимые и Ub-независимые пути. 

Ub-Зависимый путь митофагии основан на убик­
витинировании поверхностных белков митохон­
дрий для распознавания поврежденных органелл. 
Наиболее изученным путем активации митофагии 
является система PINK1/Parkin, схема которого при­
ведена на рис. 2.

PINK1 – это PTEN-индуцируемая Ser/Thr кина­
за 1, которая накапливается на внешней мембране 
митохондрий в ответ на нарушение мембранного 
потенциала. PINK1 фосфорилирует убиквитинли­
газу Parkin и ее субстрат, убиквитин, в результате 
чего на поврежденные митохондрии навешиваются 
убиквитиновые метки. В этом процессе также при­
нимают участие убиквитинлигазы SMURF1 и Gp78. 
Убиквитиновую метку на митохондриях узнают 
рецепторы аутофагии OPTN и NDP52, которые ини­
циируют образование аутофагосом вблизи мито­
хондрий, а также выступают в качестве адаптеров 
при связывании митохондрий и  LC3-II  [9]. Также 
было обнаружено, что р62 участвует в митофагии 
по PINK1/Parkin-зависимому пути. Фосфорилирован­
ный Parkin убиквитинирует р62 и способствует его 
связыванию с LC3-II, что, в свою очередь, способству­
ет транспорту митохондрий в аутофагосому [36].



ПАВЛОВА и др.10

БИОХИМИЯ том 89 вып. 1 2024

SIRT1, регулируя деацетилирование тран­
скрипционных факторов, может приводить к ак­
тивации митофагии через путь SIRT1/PGC1α/Mfn2/
Parkin  [37]. Система PINK1/Parkin катализирует 
фосфоубиквитинирование  Mfn2, запуская p97-за­
висимую разборку комплексов Mfn2 от внешней 
митохондриальной мембраны. Это приводит к 
отделению митохондрий от эндоплазматического 
ретикулума и их фрагментации, что способствует 
митофагии [38].

В дополнение к описанной сигнальной систе­
ме на внешней мембране митохондрий локализо­
ваны рецепторы митофагии BNIP3, NIX/BNIP3L10 
и FUNDC1, которые напрямую взаимодействуют 
с LC3 через типичные или атипичные мотивы LIR 
(участки взаимодействия с  LC3) независимо от 
убиквитинирования. Первоначально NIX был 
идентифицирован как ключевой медиатор дегра­
дации митохондрий при созревании эритроцитов, 
но недавно было показано, что он также активиру­
ется в ответ на нарушение мембранного потенциа­
ла митохондрий. Также показано, что экспрессия 
NIX и BNIP3 частично находится под контролем 
HIF-1 (индуцируемый гипоксией фактор  1) и их 
активация во время гипоксии способствует уда­
лению поврежденных митохондрий. Таким обра­
зом, BNIP3, наряду с FUNDC1, считается одним из 
основных медиаторов митофагии, индуцирован­
ной гипоксией. В отличие от NIX и BNIP3, экспрес­
сия FUNDC1 существенно не зависит от гипоксии 
или мембранного потенциала митохондрий, и 
его активность контролируется посттрансляцион­
ными модификациями. В  нормальных условиях 
взаимодействие между FUNDC1 и LC3 подавляется 
фосфорилированием домена  LIR. Однако при ги­
поксии или нарушении потенциала Ser/Thr фосфа­

таза PGAM5 дефосфорилирует FUNDC1, что усили­
вает его сродство к LC3 и облегчает прикрепление 
митохондрий к мембране формирующейся ауто­
фагосомы [9].

ПРИРОДНЫЕ АКТИВАТОРЫ  
АУТОФАГИИ И МИТОФАГИИ

Сложная схема регуляции аутофагии в целом 
и митофагии в частности способствует тому, что 
достаточно разнородный набор природных и син­
тетических соединений влияет на этот процесс. 
Поскольку активация или ингибирование аутофа­
гии важны для поддержания баланса мономерных 
блоков, таких как аминокислоты, с одной стороны, 
макромолекул и органелл – с другой стороны, по­
иск и исследование веществ, регулирующих ауто­
фагию, – важная задача фундаментальной и при­
кладной науки.

Источники природных активаторов аутофа-
гии и митофагии. Вторичные метаболиты ра-
стений. Растения содержат большое количество 
полифенольных соединений, основные структур­
ные фрагменты которых приведены на рис. 3. Дан­
ные соединения влияют на здоровье человека, ока­
зывая антиоксидантное, противовоспалительное, 
противоопухолевое, антиадипогенное и нейропро­
текторное действие [39–42]. Роль полифенольных 
соединений в процессах аутофагии и апоптоза, а 
также их возможное применение в химиотерапии 
онкологических заболеваний подробно обсужда­
ются в обзорах [43–50].

Среди фитосоединений, обладающих антикан­
церогенным действием и влиянием на процессы 
апоптоза и аутофагии, отмечены представители 

Рис. 3. Основные структурные фрагменты, входящие в состав полифенольных соединений



ПРИРОДНЫЕ АКТИВАТОРЫ АУТОФАГИИ 11

БИОХИМИЯ том 89 вып. 1 2024

Рис. 4. Упрощенная схема образования уролитинов из эллаговой кислоты бактерией Bifidobacterium 
pseudocatenulatum INIA P815

всех классов полифенольных соединений, таких 
как флавоноиды (флавонолы, флавоны, флава­
ноны, изофлавоны, флаван-3-олы, антоцианины) 
и нефлавоноиды (кумарины, куркуминоиды, фе­
ноловые кислоты, лигнаны, стильбены, ксанто­
ны) [43, 48]. Большинство флавоноидов встречает­
ся в растениях в связанной с сахарами форме, как 
О- или С-гликозиды, что затрудняет их адсорбцию 
в тонком кишечнике. Реакции гидролиза сахаров и 
образование таким образом агликонов флавонои­
дов повышает их биодоступность для организма.

Ниже приведены примеры некоторых поли­
фенольных фитосоединений, метаболизм которых 
микроорганизмами приводит к образованию про­
дуктов, активирующих аутофагию. К таким соеди­
нениям относятся эллаготанины, встречающиеся 
во многих видах растений. Эти соединения вслед­
ствие своего молекулярного веса характеризуются 
очень низкой биодоступностью и не поглощаются 
в кишечном тракте до тех пор, пока они не гид­
ролизуются кишечной микрофлорой до уролити­
нов [51, 52]. Бактериальная трансформация эллаго­
танинов включает восстановление одной из двух 
лактонных групп, затем декарбоксилирование и 
последовательное восстановление до тетрагидр­
окси (уролитин D), тригидрокси (уролитин С), ди­
гидрокси (уролитин А и изоуролитин А) и моно­
гидрокси (уролитин В) дибензопиранонов.

Способность к трансформации эллаготанинов 
до уролитинов обнаружена у Gordonibacter urolithin- 
faciens и Gordonibacter pamelaeae (семейство Cori- 
obacteriaceae), а также у Ellagibacter isourolithini
faciens (семейство Eggerthellaceae) и у штамма Bifi
dobacterium pseudocatenulatum INIA  P815 (рис.  4) 
[53, 54].

Установлены 3 группы людей с разными мета­
болотипами (A, B и 0) в зависимости от образуемых 
ими уролитинов  [55]. В  группе  А (25–80%) обра­
зуется только уролитин  А; в  группе  В (10–50%)  – 
изоуролитин А и/или В и уролитин А. В группе 0 
(5–25%) уролитины не образуются.

Дайдзеин является также примером фитосо­
единения, трансформация которого кишечной 
микробиотой приводит к образованию более ак­
тивных и биодоступных метаболитов, чем натив­
ный изофлавоноид. Трансформация микробиотой 
дайдзеина может идти с образованием (S)-эквола 
(изофлавандиоловый эстроген) или через O-десме­
тиланголенсина (O-DMA) в зависимости от состава 
микробиоты (рис. 5).

У большинства происходит образование 
O-десметиланголенсина с участием видов Clostrid
ium. У  30%  исследуемых дайдзеин превраща­
ется в S-эквол, обладающий более активным 
эстрогенным действием, антиоксидантной ак­
тивностью и биодоступностью, чем дайдзеин. 
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Рис. 5. Преобразование дайдзеина микробиотой человека в биодоступные производные

S-эквол образуется широким спектром бактерий: 
Streptococcus intermedius, Bacteroides ovatus, Blautia 
producta, Eggerthella  sp. Julong  732, Adlercreutzia 
equolifaciens, Slakia isoflavoniconvertens, Slakia equo
lifaciens, Asaccharobacter celatus, Enterorhabdus mu
cosicola (Actinobacteria) и Lactococcus garvieae (Fir­
micutes) [56, 57].

Вторичные метаболиты бактерий. Мик­
робиом и продукты его метаболизма могут по­
тенциально влиять на активность аутофагии, 
как это показано для образования уролитинов. 
Можно представить, что микробиом, формирую­
щийся в условиях голодания, должен, из общих 
соображений, активировать аутофагию. Исходя из 
предположения выгодности процесса активации 
аутофагии в условиях голодания как для хозяина 
организма, так и для населяющей его микробио­
ты, в данном обзоре в основном рассматриваются 
метаболиты, образуемые комменсальными бакте­
риями кишечника. Исследования показывают, что 
гнотобионты («чистые», без микробиоты) мышей, 
крыс, птиц имеют более высокую смертность в 
условиях недостатка пищи, чем нормальные жи­
вотные, несмотря на одинаковые скорости потери 
массы. Это объясняется обеспечением кишечной 

микробиотой использования альтернативных ис­
точников энергии (жирных кислот, кетоновых тел, 
хозяйских белков), стимулирования иммунитета и 
многих других защитных процессов в клетках [58]. 
В условиях спячки и голодания одним из главных 
источников энергии и углерода для микробиоты 
становятся высокомолекулярные гликопротеины 
слизистой кишечника, атрофированные эпите­
лиальные клетки организма и мертвые клетки 
бактерий. Это приводит к изменению состава 
кишечной микробиоты, в которой увеличивается 
доля бактерий Bacteroidetes и Akkermansia, исполь­
зующих эндогенные гликозилированные белки, и 
уменьшается доля бактерий из филума Firmicutes,  
использующих растительные полисахариды для 
роста  [58]. В  условиях полного голодания бакте­
рии, способные к деградации хозяйских белков, 
получают конкурентное преимущество  [59,  60]. 
Метагеномные исследования содержимого сле­
пого отдела кишечника живых организмов, 
находящихся в условиях гибернации (спяч­
ки) или в условиях голодания, показали преоб­
ладание Bacteroides (В. thetaiotaomicron, B. frag
ilis), некоторых Firmicutes (Ruminococcus gnavus)  
и Verrucomicrobiales (Akkermansia muciniphila).  
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Рис. 6. Дегидрирование транс-ресвератрола с образованием дигидроресвератрола, 3,4′-дигидрокси-транс-
стильбена и 3,4′-дигидроксибибензила (лунуларина) кишечной микробиотой

Бактерия A. muciniphila специализируется исклю­
чительно на использовании муцинов, в отличие 
от универсалов Bacteroides, способных потреб­
лять муцины и широкий спектр растительных 
полисахаридов. Основные метаболиты кишечной 
микрофлоры животных – это короткоцепочечные 
(летучие) жирные кислоты, образуемые в резуль­
тате брожения неперевариваемых ферментными 
системами животного растительных полисахари­
дов, а именно: целлюлозы, гемицеллюлозы, рези­
стентного крахмала, пектинов, декстранов и оли­
госахаридов. Главные продукты брожения – ацетат, 
пропионат и бутират, образуемые соответственно 
в соотношении примерно от  75/15/10 до  40/40/20 
(в среднем – 60/20/18) [61].

В работе Iannucci et al. [62] показано, что про­
пионат и бутират индуцировали UCP2/AMPK-зави­
симую аутофагию в клетках печени мыши через 
активацию PPARg (гамма-рецептор, активирую­
щий пролифератор пероксисомы). Применение ан­
тибиотиков существенно снижало уровни базаль­
ной аутофагии в клетках печени мыши.

Таким образом, в условиях голодания у живот­
ных и у человека в микробиоте кишечника пре­
обладали бактерии, способные использовать в 
качестве субстратов муцины и другие эндогенные 
субстраты хозяина. Голодание является, по-види­
мому, фактором отбора видов бактерий, способ­
ных перенести длительное отсутствие нутриен­
тов в результате переключения метаболизма на 
использование доступных эндогенных муцинов 
и/или рециклизации мертвых бактериальных и 
эпителиальных клеток.

Природные соединения, вызывающие ауто-
фагию. Среди активаторов аутофагии есть немало 
природных веществ, которые зачастую могут дей­
ствовать сразу на несколько мишеней, что затруд­
няет понимание точного механизма действия; отча­
сти поэтому данные по таким соединениям сводятся 
к экспериментам на клеточных линиях [63].

Начнем рассмотрение природных активаторов 
аутофагии с веществ, механизм действия которых 
связан с mTOR-зависимым сигнальным путем, 
ингибирование которого положительно регули­
рует аутофагию. Примеров веществ с таким меха­
низмом действия достаточно много.

Природный полифенол ресвератрол, произ­
водное транс-стильбена, обладает широким спек­
тром действия, включая антипролиферативную 
активность за счет стимулирования как BECN1-
независимой аутофагии, так и апоптоза раковых 
клеток  [64]. Также было показано, что ресвера­
трол ингибирует путь PI3K/Akt/mTOR и активиру­
ет AMPK, что является определяющими событиями 
в подавлении роста аденомы в мышиной модели 
колоректального рака [65]. Однако, согласно друго­
му исследованию, ресвератрол индуцирует аутофа­
гию в клетках рака яичников иным механизмом – 
путем разрушения комплекса BECN1–Bcl-2  [66]. 
Также было замечено, что индуцируемый ресвера­
тролом апоптоз приводит к ингибированию ауто­
фагии в клетках рака эндометрия  [67] и эзофаге­
альной плоскоклеточной карциномы [68]. Помимо 
описанного выше, он также усиливает экспрессию 
SIRT1, что может приводить к усилению аутофа­
гии [69]. Cтоит отметить, что действие ресвератро­
ла многогранно, оно сильно зависит от клеточной 
линии и используемых концентраций.

Ресвератрол в кишечнике быстро поглоща­
ется путем пассивной диффузии и затем метабо­
лизируется посредством глюкуронидирования и 
сульфатирования в энтероцитах и в печени или 
восстанавливается до дигидроресвератрола кишеч­
ными бактериями Sl. equolifaciens и Adl. equolifa
ciens [70, 71]. Кроме дигидроресвератрола (рис. 6), 
в результате метаболизма кишечной микробио­
той образуются 3,4′-дигидрокси-транс-стильбен и 
3,4′-дигидроксибибензил (лунуларин) [70].

Исследований о противоопухолевом действии 
и влиянии на процесс аутофагии микробных 
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метаболитов ресвератрола нет, несмотря на боль­
шое количество таких исследований в отношении 
самого ресвератрола и его метаболитов, образуе­
мых в печени и энтероцитах [72].

Аналогичный механизм действия имеет кур­
кумин, наиболее изученное биологически актив­
ное вещество, извлекаемое из растений рода 
Curcuma, которое из доклинических и клиниче­
ских исследований более известно как средство, 
сенситизирующее раковые клетки к химио- и 
радиотерапии [73]. В клеточных линиях рака же­
лудка SGC-7901 и BGC-823 он вызывает подавление 
PI3K/Akt/mTOR-пути, вследствие чего повышает 
экспрессию BECN1, Atg3, Atg5, p53 и p21, увеличива­
ет соотношение LC3-II/LC3-I и потенциирует ауто­
фагию [74]. В клетках кастрационно-резистентного 
рака простаты куркумин индуцирует протектив­
ную форму аутофагии  [75]. Также установлено 
ингибирующее действие куркумина на процессы 
транскрипции рибосомных генов и активацию 
аутофагии в клетках мышиных эмбриональных 
фибробластов  (MEFs)  [76], в клетках глиомы  [77] 
и аденокарциномы легких [78]. Многие клиниче­
ские исследования указывают на очень низкую 
биодоступность куркумина вследствие низкой 
растворимости и быстрого метаболизма [79]. Пред­
полагается, что одним из возможных механизмов 
положительного эффекта куркумина при его низ­
кой биодоступности является воздействие на мик­
робиоту кишечника  [80–83]. В  результате транс­
формации куркумина кишечной микробиотой 
образуются соединения с высокой биологической 
активностью и лучшей биодоступностью. Один из 
главных метаболитов куркумина, тетрагидрокур­
кумин, индуцировал аутофагию в человеческих 
клетках лейкемии HL-60 и раковых клетках лег­
кого A549 NSCLC [84, 85].

Аналогичным механизмом действия обладает 
кверцетин [86, 87], природный флавоноид, содер­
жащийся во многих травах, который был объек­
том доклинических исследований, посвященных 
изучению его антипролиферативного действия. 
Кверцетин так же, как и куркумин, подавляет про­
лиферацию клеток рака желудка [87], глиомы [78] 
и рака легких [88]. В клетках рака желудка квер­
цетин индуцирует защитную аутофагию путем 
воздействия на путь Akt/mTOR и передачу сигна­
лов, опосредованную HIF-1α [87]. В исследовании 
на клетках рака легкого человека  A549 и  H1299 
кверцетин дозозависимо повышал уровни белка 
SIRT1 и накопление фосфорилированной фор­
мы AMPK [89].

Среди флавоноидов есть и другие активаторы 
аутофагии, механизм которых связан с ингибиро­
ванием mTOR. В частности, изобакахалкон, содер­
жащийся в дуднике кейском и псоралее лещино­
листной, ингибирует активность Akt и mTORC1, 

активирует проаутофагические факторы тран­
скрипции TFEB и TFE3 in vitro, а также in vivo в мы­
шиной модели фибросаркомы [90]. Важно уточнить, 
что, помимо активации аутофагии, изобакахалкон 
также вызывает стресс эндоплазматического рети­
кулума, проявлением которого является зависимое 
от PKR-подобной киназы эндоплазматического ре­
тикулума (PERK) фосфорилирование eIF2α.

Представители группы пренилированных 
флавонов, такие как морузин и малберрин, могут 
замедлять старение в моделях почкующихся дрож­
жей, червей и клеток человека, воздействуя на 
систему mTOR-Sch9/p70S6K и вызывая аутофагию. 
В исследовании на клетках HeLa человека мору­
зин и малберрин ингибировали фосфорилирова­
ние киназы β1 рибосомального белка S6 (p70S6K), 
стимулировали аутофагию и замедляли старение 
клеток  [91]. Кроме того, у червей, обработанных 
морузином и малберрином, наблюдались дополни­
тельные преимущества, в том числе увеличение 
воспроизводства без влияния на здоровье.

Сразу три вещества  – эриокаликсин  B  (EriB), 
дитерпеноид из прутьевика, α-гедерин, тритер­
пеновый сапонин, и омега-3 полиненасыщенные 
жирные кислоты – обладают схожим механизмом 
индукции аутофагии, ингибируя сигналлинг Akt/
mTOR/p70S6K и, одновременно с этим, запуская ге­
нерацию активных форм кислорода (АФК) в клет­
ках рака молочной железы [92], колоректального 
рака [93] и рака простаты [94].

К числу ингибиторов Akt/mTOR можно отнес­
ти еще и одобренное FDA природное соединение 
гваязулен (1,4-диметил-7-изопропилазулен)  [95], 
которое раньше использовалось в офтальмологи­
ческих препаратах, а затем стало популярным 
ингредиентом для косметических продуктов, зуб­
ных паст и фармацевтических препаратов. Данное 
соединение обладает противораковыми свойства­
ми, а также может использоваться для лечения 
болей при воспалении в синергии с диклофена­
ком [96]. Гваязулен подавляет немелкоклеточный 
рак легкого (НМРЛ), запуская апоптоз, индуциро­
ванный АФК. При этом была показана индукция 
аутофагии в клетках  НМРЛ посредством ингиби­
рования сигнального пути Akt/mTOR [97].

Еще одним интересным примером ингиби­
тора сигнального пути  mTOR является кофеин, 
вызывающий аутофагию in vitro и in vivo [98–100]. 
Кофеин уменьшает печеночный гепатоз у мышей 
с неалкогольной жировой болезнью печени [101] 
и защищает от проявлений нейротоксичности, 
вызванной прионами [102]. Стоит также сказать, 
что проводились исследования, в которых было 
показано, что кофейные зерна, содержащие, по­
мимо кофеина, большое количество полифенолов, 
вызывают усиление аутофагии, ингибирование 
mTORC1, снижение уровня фосфорилирования 
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p70S6K и перемещение LC3B в аутофагосомы [103]. 
Можно предположить, что кофеин-индуцирован­
ная аутофагия является причиной того, что потреб­
ление кофе снижает смертность среди людей сред­
него возраста [104].

Индукция аутофагии через ингибирование 
сигнального пути PI3K/Akt/mTOR может использо­
ваться в качестве подхода к борьбе с ожирением. 
Подтверждением тому является исследование, 
в котором показано, что флавоноиды Pueraria 
montana благодаря этому механизму действия 
улучшают состояние при неалкогольной жировой 
болезни печени у мышей с ожирением [105]. Так­
же показано, что пуэрарин, один из изофлавонов 
P. montana, может значительно увеличивать про­
должительность жизни Drosophila melanogaster за 
счет регуляции протеасомной субъединицы бета 5 
(prosbeta5) и SIRT1 [106].

Еще одним механизмом активации аутофагии 
является ингибирование рецептора инсулино­
подобного фактора роста-1 (IGF1), регулятора пути 
PI3K/AKT/mTOR. Таким механизмом действия обла­
дает пикроподофиллин  (PPP), циклолигнановый 
алкалоид, полученный из растения майская ябло­
ня. PPP был описан в качестве мощного индуктора 
аутофагии, который действует посредством инги­
бирования рецептора инсулиноподобного фактора 
роста-1 (IGF1R). При введении мышам с опухолями 
PPP  повышал эффективность иммуногенной хи­
миотерапии в сочетании с иммунотерапией, и эти 
эффекты основывались на индукции аутофагии в 
злокачественных клетках [107].

Несмотря на то что mTOR играет важную роль 
в метаболизме клетки, участвуя в путях восприя­
тия питательных веществ, существует большое раз­
нообразие mTOR-независимых путей, которые яв­
ляются мишенями других активаторов аутофагии. 
Натуральный дисахарид трегалоза стимулирует 
аутофагию и снижает агрегацию белков путем ин­
гибирования глюкозных транспортеров [108, 109]. 
Было показано, что она повышает конверсию 
LC3-I в LC3-II mTOR-независимым путем, как и 
сахароза  [110]. Трегалоза, таким образом, может 
быть использована для индукции аутофагии при 
болезнях Паркинсона  [111] и  Альцгеймера  [112], 
а  также прионных заболеваниях  [113]. Несмотря 
на это, трегалоза не применима в клинической 
практике, так как она имеет низкую биодоступ­
ность из-за быстрого метаболизма в организме, по­
этому были синтезированы более стабильные ана­
логи трегалозы – ленцтрегалоза A, B и C, которые 
были определены как эффективные активаторы 
аутофагии [114].

Гормонально активная форма витамина  D 
(кальцитриол) за счет индукции аутофагии через 
PI3K, ATG5 и BECN1 ингибирует репликацию ВИЧ-1 
[115] и микобактерий туберкулеза в человеческих 

макрофагах [18] и убивает клетки рака молочной 
железы [116]. Это объясняет то, что дефицит вита­
мина D может лежать в основе повышенной вос­
приимчивости к различным видам рака и инфек­
ционным заболеваниям [117].

Среди природных активаторов аутофагии 
можно выделить активаторы киназы AMPK, поло­
жительно регулирующей аутофагию путем фоcфо­
рилирования киназы  ULK1 по  Ser-317, Ser-555 
и Ser-777. Примером такого вещества является ка­
зинол С, полученный из растения Broussonetia kazi
noki, которое через активацию AMPK в высоких 
концентрациях вызывает апоптоз, а в низких  – 
аутофагию [118]. Таким образом, благодаря своей 
способности казинол С может быть эффективным 
терапевтическим средством как при раке, так и 
при метаболических заболеваниях.

Регулирование активности AMPK может про­
исходить вышестоящими путями, например, через 
путь SIRT1/LKB1 [119]. Активация SIRT1 приводит 
к деацетилированию и повышению киназной 
активности белка LKB1, который может активиро­
вать AMPK путем фосфорилирования. Примерами 
двойных активаторов SIRT1 и AMPK являются ком­
бинация феруловой кислоты и берберина, кото­
рые вызывают аутофагию, митофагию, митохон­
дриальный биогенез, репарацию  ДНК, при этом 
способствуя выживанию клеток за счет подавле­
ния апотоза, старения и воспаления, вызванного 
NF-κB [120].

Дигидрофлавоноидное соединение нарин­
гин, широко распространенное в цитрусовых и 
используемое в китайской фитотерапии, замед­
ляет старение на модели Caenorhabditis elegans, 
уменьшает накопление жира и способствует ауто­
фагии. Анализ транскриптома показал изменение 
уровня транскрипции генов, связанных с регуля­
цией биосинтеза и метаболизма липидов и ауто­
фагией (например, гены skn-1, hlh-30, lgg-1, unc-51 
и pha-4)  [121]. Согласно исследованию, нарингин 
существенно активирует SIRT1 и AMPK и стимули­
рует путь митохондриального биогенеза посред­
ством регуляции сигналов LKB1/AMPK/PGC-1α [122].

Регуляция аутофагии на уровне транскрипции 
является еще одним возможным механизмом дей­
ствия некоторых активаторов. В частности, 3,4-ди­
метоксихалкон (3,4-DC), который был описан как 
миметик ограничения калорийности, запускает 
аутофагию в клетках путем активации транскрип­
ционных факторов TFEB и  TFE3  [123]. Полисаха­
рид сладкого чая (Rubus suavissmus S. Lee) STP-60a 
в исследовании на C. elegans увеличивает продол­
жительность жизни через инсулинозависимые и 
митохондриальные пути, зависящие от аутофагии. 
Он активирует три фактора транскрипции (FoxO/
DAF-16, Nrf-2/SKN-1 и  HSF-1), действующие ниже 
сигнального пути инсулина [124].
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Рис. 7. Механизм действия природных активаторов аутофагии. Ub – убиквитинирование, Р – фосфорилирова­
ние (красным показано ингибирующее фосфорилирование, зеленым – активирующее). Зеленые стрелки по­
казывают активирующее мишень взаимодействие, красные – ингибирующее. Черные стрелки используются 
для отражения последовательности стадий в процессе аутофагии, а также для отражения мишени действия 
веществ. Черные пунктирные стрелки отражают влияние внутриклеточных условий/факторов на мишень

Таким образом, природные активаторы ауто­
фагии достаточно разнообразны по механизмам 
своего действия, которое в большинстве случаев 
сводится к влиянию сразу на несколько мишеней. 
Резюмирующая схема, отражающая мишени воз­
действия природных активаторов аутофагии, при­
ведена на рис. 7.

Стоит отметить, что на резюмирующей схеме 
отражены лишь основные мишени, на которые 
оказывают влияние рассматриваемые соедине­
ния, однако для многих соединений в литературе 
описаны и альтернативные механизмы действия, 
которые упоминались в данном обзоре. Многие 
молекулы действуют на процесс аутофагии, влияя 
на белки (AMPK, ULK1, SIRT1 и др.), положительно 
регулирующие данный процесс. Однако немалое 
количество молекул активирует аутофагию путем 
подавления пути AKT/mTOR, который оказывает 
ингибирующее действие на аутофагию. Безусловно, 
есть вещества, влияющие на оба упомянутых выше 
пути, к примеру, ресвератрол и кверцетин. Одна­
ко необходимо понимать, что действие многих 
из приведенных молекул в зависимости от типа 
клеток и концентрации зачастую включает в себя 
влияние и на другие мишени, которые были упо­

мянуты выше. Таким образом, общая черта боль­
шинства природных активаторов аутофагии – от­
сутствие уникальных механизмов действия и, как 
следствие, наличие большого количества побоч­
ных эффектов, ограничивающих их применение.

Природные активаторы митофагии. Мито­
фагию также вызывают многие природные веще­
ства, которые обсуждались в предыдущем разделе, 
такие как спермидин и ресвератрол. Подробнее 
хотелось бы остановиться на наиболее извест­
ном природном активаторе митофагии – уролити­
не A (UA). Это бензокумарин, который образуется в 
результате метаболизма эллаговой кислоты и эл­
лаготанинов кишечной микрофлорой [125]. Он не 
содержится ни в каких источниках пищи, а его био­
доступность зависит от индивидуального состава 
микробиоты. Механизм индукции митофагии с 
помощью UA пока что не до конца известен, одна­
ко уже сейчас понятно, что он поддерживает функ­
ции митохондрий с помощью нескольких белков-
регуляторов митофагии, например, AMPK, BECN1, 
PINK1, p62/SQSTM1  и  т.д. UA  может активировать 
SKN1 (гомолог NRF2 у нематоды C. elegans), что 
увеличивает продолжительность жизни и улуч­
шает митохондриальный биогенез, сохраняющий  
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популяцию и активность митохондрий. На немато­
дах было показано, что при длительном приеме UA 
активируется биогенез митохондрий, что, в свою 
очередь, приводит к улучшению подвижности, ак­
тивности глоточных мышц и процессов дыхания, 
причем эти эффекты независимы от диеты и воз­
раста [11]. На мышиных моделях были получены 
данные, что при длительном пероральном приеме 
уролитина A у молодых мышей повышается фи­
зическая выносливость, а у старых мышей уве­
личивается как сила, так и выносливость мышц. 
Эти результаты подчеркивают терапевтический 
потенциал уролитина A в улучшении функции 
мышечной системы и двигательной активно­
сти [126]. Исследования in vivo не выявили каких-
либо токсических или специфических побочных 
эффектов [127], кроме того, UA хорошо переносится 
пожилыми людьми [128]. В 2018 г. FDA включило 
уролитин A в список безопасных пищевых добавок.

Другим природным активатором аутофагии, 
используемым в настоящее время в пищевых до­
бавках для поддержания функции митохондрий, 
является спермидин, представляющий собой при­
родный эндогенный  полиамин, синтезируемый 
из диамина путресцина. Природными источника­
ми спермидина являются злаковые, бобовые, соя, 
фундук, фисташки, а также некоторые фрукты и 
ягоды [129]. Молоко, яйца, а также мясо содержат 
спермидин в своем составе. Спермидину припи­
сывают такие свойства, как замедление старения, 
кардиозащитное действие  [130], улучшение ког­
нитивных функций [131], защита от нейродегене­
ративных расстройств [132], при этом описанных 
механизмов его возможного влияния на аутофа­
гию достаточно много. В одном исследовании го­
ворится, что спермидин, аналогично куркумину и 
кверцетину, проявляет свойства эпигенетического 
регулятора и индуцирует аутофагию in vitro путем 
ингибирования гистонацетилтрансферазы  p300 
(EP300), которая подавляет функции несколь­
ких белков аутофагии [133]. В стволовых клетках 
женской зародышевой линии  (FGSC) спермидин 
вызывает аутофагию через ингибирование пути 
PI3K/Akt  [134]. Спермидин приводил к усилению 
BECN1-зависимой аутофагии в фибробластах при 
индуцированном блеомицином идиопатическом 
легочном фиброзе у мышей [135].

Также показано, что добавки спермидина 
оказывают влияние на количество и морфологию 
митохондрий в сердце старых мышей путем сти­
мулирования митофагии и митохондриального 
биогенеза  [136]. На  мышах было показано, что 
спермидин преодолевает гематоэнцефалический 
барьер и усиливает гипузинацию эукариотиче­
ского фактора инициации трансляции 5A (eIF5A) 
в гиппокампе, улучшая функцию митохондрий. 
В этом же исследовании на модели старения дро­

зофилы спермидин повышает дыхательную спо­
собность митохондрий посредством регулятора 
аутофагии Atg7 и пути PINK1/Parkin [131].

Из-за большого числа эффектов спермидина на 
клеточный метаболизм способы действия данного 
вещества различаются в зависимости от типа кле­
ток, органа или наличия какого-либо заболевания. 
Это, с одной стороны, может быть выгодным под­
ходом при борьбе со старением, которое является 
сложным по своему механизму процессом. Однако 
отсутствие уникального механизма действия мо­
жет представлять серьезные проблемы для при­
менения данного соединения. Несмотря на то что 
безопасность применения спермидина для мышей 
и пожилых людей была показана с использовани­
ем растительного экстракта, богатого спермиди­
ном [132], другое исследование, где крысам давали 
добавки чистого спермидина, выявило несколько 
побочных эффектов данного вещества [137].

Учитывая перспективность спермидина при 
многих заболеваниях, подходом к преодолению 
ограничений применения спермидина является 
дизайн и синтез новых производных. Уже полу­
чены структурно родственные аналоги сперми­
дина, которые в экспериментах на C. elegans спо­
собствуют увеличению продолжительности жизни 
и защите клеток от окислительного повреждения 
путем активации митофагии. В частности, соеди­
нение VL-004 (1,8-диаминооктан) обладает луч­
шей способностью вызывать митофагию, чем 
спермидин  [138]. Неожиданным результатом ис­
следования механизма действия VL-004 является 
открытие того, что функция данного соединения 
зависит от PINK1, но не зависит от PDR-1, ортолога 
Parkin у C. elegans. Авторы исследования предпо­
лагают, что вместо Parkin другая убиквитинлига­
за E3 может действовать вместе с PINK1, вызывая  
митофагию.

Митохондриальная дисфункция характерна 
для многих нейродегенеративных заболеваний, та­
ких как болезнь Паркинсона, а митофагия, опосре­
дованная путем PRKN1/Parkin может служить тера­
певтическим вариантом лечения таких состояний. 
Было показано, что, помимо индивидуальных 
молекул, митофагию могут активировать пробио­
тики, облегчая симптомы нейродегенеративных 
заболеваний. В результате скрининга 49 пробио­
тических штаммов были обнаружены два пробио­
тика, Saccharomyces boulardii и Lactococcus lactis, 
которые повышали рекрутирование Parkin в мито­
хондрии, накопление фосфоубиквитина и деграда­
цию митофузинов [139].

В качестве агентов для активации митофагии с 
целью борьбы с болезнью Паркинсона также были 
описаны лактат и пируват, способные к кратко­
временному закислению цитозоля  [140]. Инку­
бация клеток SH-SY5Y или первичных нейронов 
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Рис. 8. Механизм действия природных активаторов митофагии. Зеленым изображены нормальные митохон­
дрии, красным – митохондрии с нарушениями в работе. Ub – убиквитинирование, Р – активирующее фосфори­
лирование. Зеленые стрелки показывают активирующее взаимодействие. Красная линия показывает ингиби­
рующее мишень взаимодействие. Черные стрелки используются для отражения последовательности стадий 
в процессе митофагии, а также для отражения мишени действия веществ

и астроцитов с данными веществами приводила к 
активации митофагии после обработки MPP+ (1-ме­
тил-4-фенилпиридиний), способствующей восста­
новлению функции митохондрий и защите этих 
клеток от апоптотической и некротической гибели. 
В исследовании не установлен точный механизм 
активации митофагии, однако высказано предпо­
ложение, что это может происходить не только 
PINK1/Parkin-зависимым путем, но и через убик­
витин-независимые пути, например, в результате 
окислительного стресса при болезни Паркинсона.

Другим активным соединением, оказываю­
щим защитный нейропротекторный эффект при 
болезни Паркинсона путем индукции митофагии, 
является цистанозид А (СА), фенилэтаноид, выде­
ленный из Цистанхе пустынное  (Cistanche deser
ticola). Точный механизм действия не установлен, 
однако предположительным вариантом является 
активация пути PINK1/Parkin/p62, ведущего к де­
градации поврежденных митохондрий и умень­
шению окислительного стресса [141].

Потенциалом к улучшению качества митохон­
дрий путем активации митофагии обладает нико­
тинамид (NAM), одобренная FDA добавка к пище. 

NAM  вызывает снижение митохондриального 
дыхания и продукции АФК в первичных фибробла­
стах человека и продлевает срок их репликатив­
ной жизни. NAM в клетках превращается в NAD+ 
(никотинамидадениндинуклеотид) при участии 
никотинамидфосфорибозилтрансферазы  (Nampt). 
Возможный механизм связан либо с увеличением 
активности GAPDH, что, в свою очередь, стимулиру­
ет активацию ATG12, либо с активацией SIRT1 [142].

Восстановление функции митохондрий путем 
активации митофагии также является подходом к 
лечению саркопении, синдрома возрастной поте­
ри мышечной массы и силы. В качестве вещества, 
обладающего таким потенциалом, описана лино­
левая кислота, которая значительно уменьшала 
саркопению у C. elegans, восстанавливая функцию 
митохондрий, стимулируя митофагию и борясь с 
окислительным стрессом. Механизм действия свя­
зан с увеличением экспрессии гена pink1 [143].

Другим активатором PINK1/Parkin-зависимой 
митофагии является L-карнитин, поддерживающий 
митохондриальную функцию и нормальное со­
стояние микрососудов сердца. Описанным меха­
низмом действия L-карнитина является снижение 
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https://en.wikipedia.org/wiki/Berberidaceae
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протеазной активности митохондриальной внут­
римембранной расщепляющей протеазы  PARL 
(cвязанный с пресенилинами ромбовидный бе­
лок), посредством которой расщепляется  PINK1, 
путем усиления взаимодействия между PHB2 (Про­
гибитин-2) и PARL [144].

Таким образом, среди природных соединений 
идентифицировано большое количество актива­
торов аутофагии и митофагии, которые обладают 
широким спектром механизмов действия, которые 
в большинстве случаев не ограничиваются влия­
нием на одну мишень (рис. 8), а распространяются 
на многие белки-регуляторы аутофагии. Помимо 
того, что большинство из описанных природных 
молекул-активаторов митофагии влияют на путь 
PINK/Parkin, они также усиливают аутофагию по­
средством активации AMPK и SIRT1 или же путем 
ингибирования mTOR.

Резюмирующие данные по активаторам ауто­
фагии и митофагии с описанием структуры, кратко­
го механизма и источников приведены в таблице.

КОММЕРЧЕСКИЕ РАЗРАБОТКИ  
ПРИРОДНЫХ АКТИВАТОРОВ АУТОФАГИИ

Исследования в области аутофагии становятся 
все более и более популярным подходом к поиску 
веществ, способных замедлить старение, улуч­
шить состояние здоровья в пожилом возрасте и от­
срочить наступление различных возрастных пато­
логий. Компании Amazentis, Longevity labs, Mimio 
Health, Nestlé Health Science выпускают биологиче­
ски активные добавки, призванные активировать 
аутофагию в клетках, замедлить процесс старения 
и улучшить состояние организма.

Некоторые компании не акцентируют вни­
мание покупателей на том, что их продукт спосо­
бен модулировать аутофагию, однако используют 
ингредиенты, описанные в литературе как акти­
ваторы аутофагии. К  примеру, можно отметить 
компанию Napa Hills, которая производит напитки 
с ресвератролом и другими антиоксидантами, ко­
торые помогают уменьшить воспаление, способ­
ствуют улучшению сердечно-сосудистой системы и 
предотвращению старения. Ресвератрол также вхо­
дит в состав пищевых добавок, производимых ком­
паниями Vinomis и Life Extension. Компания Taiyo 
является производителем изокверцитрина, пред­
шественника кверцетина, который предоставляет 
антиоксидантную защиту клеток от окислитель­
ного стресса, а также может вызывать аутофагию. 
Jarrow Formulas использует кверцетин и другие ин­
гредиенты в продуктах для поддержания функции 
митохондрий, a Zeus Hygia – биодоступную форму 
куркумина для восстановления работы мышц и 
суставов. Список компаний, использующих природ­

ные активаторы аутофагии в составе своей продук­
ции, безусловно, не заканчивается на описанном 
выше, поскольку природные молекулы имеют ши­
рокий спектр действия и потенциал их применения 
не ограничен нацеливанием на аутофагию.

Начнем более подробное рассмотрение ком­
паний с тех, кто использует природные актива­
торы аутофагии в своей продукции. Компания 
Amazentis, основанная в 2007 г. в Лозанне, Швей­
цария, использует ведущие современные иссле­
дования и клиническую науку для открытия и 
разработки добавок для увеличения продолжи­
тельности здоровой жизни. Компания нацелена 
на борьбу с дисфункциями митохондрий, которые 
происходят с возрастом. Началась история компа­
нии с ингредиента Mitopure™ (запатентованный 
высокочистый уролитин А). Несмотря на то что 
уролитин А может вырабатываться в организме 
человека под воздействием микрофлоры кишеч­
ника, микрофлора разных людей различается и 
выработка уролитина А может происходить с раз­
ной эффективностью. Поэтому команда Amazentis 
создала Mitopure, защищенный патентами 
(EP-3393467-B1, US-9994542-B2, US-10906883-B2 и др.), 
эффективность которого подтверждается несколь­
кими клиническими исследованиями  [145, 146]. 
Компания запатентовала способ синтеза уролити­
на А, а также использование композиций, содер­
жащих данный ингредиент в пищевых добавках, 
продуктах питания и напитках. Mitopure вызывает 
митофагию и поддерживает улучшение функции 
митохондрий и мышечную силу. Используя свой 
ингредиент Mitopure, компания Timeline (дочерняя 
компания Amazentis) выпускает пищевые добавки, 
а также косметику против старения для лица.

Коммерциализацией уролитина А заинтере­
совалась компания Nestlé Health Science, которая 
приобрела долю в Amazentis и получила глобаль­
ные права на использование запатентованного 
ингредиента Mitopurе. Поэтому уролитин А в виде 
ингредиента Mitopure также входит в состав ли­
нейки добавок Celltrient Cellular Nutrition, выпу­
скаемой компанией Nestlé Health Science.

Среди компаний, выпускающих биологически 
активные добавки для модулирования аутофагии, 
также стоит выделить австрийскую компанию 
Longevity Labs+, которая была основана в 2016 г., 
хотя ee история начинается шестью годами ранее, 
в 2010 г. Считающийся «первооткрывателем» спер­
мидина, профессор доктор Франк Мадео в то время 
руководил исследовательской деятельностью в 
области полиамина спермидина в университете 
Граца. Об этом исследовании в  2016  г. узнали и 
заинтересовались доктор Джеральд Ситте и дипло­
мированный инженер Герберт Пок, ставшие осно­
вателями компании. Они сразу же начали работать 
вместе с исследователями из Университета Граца 
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над разработкой специального процесса экстрак­
ции, что привело к созданию дочерней компании 
Longevity Labs+. Компания выпускает добавки 
Spermidine LIFE, которые содержат 100%-ный нату­
ральный и клинически протестированный спер­
мидин из зародышей пшеницы. Компания запа­
тентовала использование спермидина в пищевых 
и фармацевтических композициях для лечения 
заболеваний или нарушений, связанных с мито­
хондриальной дисфункцией.

Несмотря то что Longevity Labs+ первой выпу­
стила на рынок добавки со спермидином в 2019 г., в 
настоящий момент она не является единственной, 
использующей данное активное вещество. Амери­
канская компания Mimio Health также использует 
спермидин, как один из ингредиентов, который 
входит в состав запатентованной формулы, имити­
рующей голодание и предназначенной для актива­
ции естественной способности клеток к самоочи­
щению, восстановлению и защите. Проведенное 
компанией клиническое исследование показало, 
что периодическое длительное голодание активи­
рует действие нескольких биологически активных 
метаболитов (спермидин, 1-метилникотинамид, 
пальмитоилэтаноламид и олеоилэтаноламид), для 
которых была показана способность увеличивать 
среднюю продолжительность жизни C. elegans на 
целых 96% [5]. Указанные выше соединения вошли 
в состав выпускаемых компанией пищевых доба­
вок. Говоря о механизме действия, данная смесь 
помогает активировать аутофагию посредством 
регуляции mTOR, Akt и переноса ацетила гистонов, 
а также стимулирования AMPK и SIRT1.

Несмотря на то что спермидин признан пер­
спективным активатором аутофагии, его механизм 
действия может разниться в зависимости от типа 
клеток и типа заболевания. Сложный, до конца не­
выясненный механизм действия в совокупности с 
высокой активностью по отношению к активации 
аутофагии привели к идее получения более селек­
тивных аналогов спермидина. В настоящее время 
израильский стартап Vitalunga ведет активные 
исследования по получению и изучению его про­
изводных для получения клинических препаратов, 
усиливающих митофагию и аутофагию. Исследо­
ватели-основатели стартапа уже протестировали 
семейство структурно родственных соединений 
спермидина и показали, что молекула 1,8-диами­
нооктан (VL-004) превосходит спермидин по своей 
способности вызывать митофагию и защищать от 
окислительного стресса, способствуя увеличению 
продолжительности жизни C. elegans [138].

Исследования стартапа Vitalunga преследуют 
целью разработку препаратов для профилактики 
множественных заболеваний, связанных со старе­
нием, таких как болезни Альцгеймера и Паркин­
сона, сердечная недостаточность, саркопения и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Аутофагия играет важную роль среди клеточ­
ных процессов, а ее дисфункция связана со многими 
заболеваниями человека. Нарушение процесса ауто­
фагии может привести к развитию сердечно-сосу­
дистых заболеваний, нейродегенеративных заболе­
ваний, а также диабета, рака и других нарушений. 
Однако роль природных соединений для предот­
вращения данных заболеваний достаточно сложна 
ввиду плейотропного механизма их действия. Более 
того, в зависимости от концентрации, типа клеток 
или типа заболевания природные соединения мо­
гут оказывать не только активирующее действие на 
аутофагию, но и ингибирующее. Например, описан­
ное в данном обзоре широко известное природное 
соединение ресвератрол активирует аутофагию по 
нескольким механизмам, а также вызывает апоп­
тоз раковых клеток. Другим наглядным примером 
является соединение казинол С, для которого в низ­
ких концентрациях показана способность вызывать 
аутофагию, а в высоких – апоптоз. Использование 
многих природных соединений в пищевых добав­
ках или фармацевтических препаратах ограничено 
из-за того, что механизм их действия не до конца 
понятен, а также из-за наличия побочных эффектов.

Несмотря на большое количество работ, посвя­
щенных природным активаторам аутофагии, акту­
альной задачей для будущих исследований оста­
ется установление точных мишеней, на которые 
воздействуют растительные активаторы аутофа­
гии, а также поиск новых соединений, обладающих 
более направленным действием. Перспективным 
подходом к открытию новых природных активато­
ров аутофагии может стать более глубокое изуче­
ние новых растительных источников на предмет 
установления точных формул молекул, входящих в 
их состав и отвечающих за активацию аутофагии, 
а также изучение метаболитов, вырабатываемых 
микробиотой животных, устойчивых к длитель­
ному голоданию, поскольку голодание  – одно из 
хорошо известных условий, способствующих акти­
вации аутофагии в организме.

Хочется отметить, что аутофагия интересна 
не только в контексте медицины, но и в качестве 
процесса, влияя на который можно достичь долго­
летия и отсрочить возрастные заболевания чело­
века. Особенно в этом ключе интересны вещества, 
активирующие митофагию. Примечательно, что 
несколько компаний уже выпускают биологи­
чески активные добавки на основе природных 
веществ-активаторов митофагии уролитина А 
(Amazentis, Nestlé Health Science) и спермидина 
(Longevity labs, Mimio Health), призванных улуч­
шить состояние клеток и замедлить старение. 
Необходимо подчеркнуть, что в настоящий момент 
компаний, занимающихся выпуском пищевых 
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добавок на основе активаторов аутофагии, в России 
нет. Учитывая тот факт, что исследования актива­
торов аутофагии набирают все большую популяр­
ность в мире, число пищевых добавок или кли­
нических препаратов на их основе будет только 
расти. Ввиду вышесказанного развитие данного 
направления в России имеет важное значение для 
создания нашей собственной индустрии функцио­
нальных пищевых добавок, направленных на уве­
личение продолжительности здоровой жизни и, 
как следствие, качества жизни людей.
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Autophagy is the process by which cell contents, such as aggregated proteins, dysfunctional organelles, 
and cell structures, are sequestered by the autophagosome and delivered to lysosomes for degradation. 
As a process that allows the cell to get rid of non-functional components that tend to accumulate with 
age, autophagy has been associated with many human diseases. In this regard, the search for autophagy 
activators and the study of their mechanism of action is an important task for the treatment of many dis­
eases, as well as for increasing healthy life expectancy. Plants are rich sources of autophagy activators, 
containing a large amount of polyphenolic compounds in their composition, which can be activators in 
their original form, or can be metabolized by the intestinal microbiota to active compounds. This re­
view is devoted to plant-based autophagy activators with an emphasis on the sources of their production, 
mechanism of action, and application in various diseases. The review also describes companies commer­
cializing natural autophagy activators.
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Аутофагия является центральным процессом для деградации внутриклеточных компонентов, 
работающих с нарушениями. Молекулярные механизмы, лежащие в основе этого процесса, край-
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дача аутофагии – это перераспределение клеточных ресурсов в ответ на изменение окружающей 
среды, например голодание. Исследования последних лет показывают, что регуляция аутофагии 
может стать ключом к достижению здорового долголения, а также позволит создать терапевти-
ческие средства для лечения нейродегенеративных заболеваний, таких как болезни Паркинсона 
и Альцгеймера. В связи с этим разработка активаторов аутофагии с детально описанным меха-
низмом действия является важнейшим направлением для исследований. Ряд коммерческих ком-
паний на данный момент находится на разных этапах разработки таких молекул, а некоторые 
уже используют активаторы аутофагии на практике.
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ВВЕДЕНИЕ

Разработка активаторов аутофагии является 
перспективным направлением для исследований, 
так как такие соединения могут найти свое при-
менение в лечении нейродегенеративных заболе-
ваний [1], рака [2, 3], инфекций [4], аутоиммунных 
заболеваний  [5], сердечно-сосудистых заболева-
ний [6] и т.д. Одним из подвидов аутофагии явля-
ется митофагия, сбалансированная работа которой 
крайне важна. Ее нарушение приводит к развитию 
раковых, сердечно-сосудистых и нейродегенератив-
ных заболеваний [7]. На грызунах было показано, 
что активация процессов митофагии и аутофагии 

с помощью фармакологических препаратов позво-
ляет улучшить состояние животных с моделями 
инфаркта миокарда, различных типов кардиомио-
патий и атеросклероза [8]. Этот факт особенно ва-
жен, так как до сих пор сердечно-сосудистые забо-
левания занимают лидирующую позицию по числу 
смертей не только в России, но и по всему миру [9].

В обзоре, посвященном растительным актива-
торам аутофагии [10], описаны основные механиз-
мы активации аутофагии, природные источники 
растительных активаторов аутофагии, а также ме-
ханизм их действия. Данный обзор будет посвящен 
синтетическим активаторам аутофагии, многие 
из которых рассматриваются как перспективные 
агенты для лечения различных заболеваний.

Стоит отметить, что многие известные в кли-
нической практике лекарства или природные 
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Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода; 3-МА – 3-метиладенин; Akt – RAC-α серин/треонин 
протеинкиназа; AMPK – AMP-активируемая протеинкиназа; BECN1 – беклин-1; FCCP – карбонилцианид p-(три-
фторметокси) фенилгидразона; FDA – управление по контролю качества пищевых продуктов и лекарственных 
средств; LC3 – ассоциированный с микротрубочками белок легкой цепи 3; MPTP – 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетра-
гидропиридин; mTOR – мишень рапамицина млекопитающих; mTORC1 – мишень рапамицина млекопитаю-
щих комплекс 1; p62/SQSTM1 – секвестосома 1; PI3K – фосфатидилинозитол-3-киназа; PIK3C3 – каталитическая 
субъединица фосфатидилинозитол-3-киназы 3  типа; PINK1  – PTEN-индуцируемая протеинкиназа  1; PPAR  – 
рецепторы, активируемые пролифераторами пероксисом; SIRT1 – сиртуин 1; TFEB – транскрипционный фак-
тор EB; ULK1 – unc-51-подобная активирующая аутофагию киназа.

соединения, являющиеся активаторами аутофагии, 
обладают низкой специфичностью и высокой 
плейотропностью действия (т.е. действуют на раз-
нообразные системы организма), что при опреде-
ленных режимах дозирования может обусловли-
вать развитие побочных эффектов, не связанных 
с аутофагией  [11], и осложнять идентификацию 
механизма действия этих веществ на молекуляр-
ном уровне [12]. Поэтому, помимо перепрофилиро-
вания уже известных препаратов, огромное вни-
мание уделяется направленной разработке новых 
высокоселективных активаторов аутофагии с бла-
гоприятным соотношением пользы к потенциаль-
ному риску, а также решению проблем, связанных 
с транслированием данных, полученных в резуль-
тате доклинических испытаний этих препаратов, 
на клинические исследования и определением 
клинических конечных точек, специфических для 
аутофагии [13, 14].

Более того, в данном обзоре приведена инфор-
мация об одобренных управлением по контролю 
качества пищевых продуктов и лекарственных 
средств (FDA) синтетических соединениях-актива-
торах аутофагии и митофагии, которые в настоя-
щее время уже нашли применение при различных 
показаниях для здоровья. Также в обзоре кратко 
резюмирована актуальная на сегодняшний день 
информация о биотехнологических компаниях, 
занимающихся продвижением исследований в об-
ласти аутофагии с целью увеличения продолжи-
тельности здоровой жизни человека или борьбы 
с различными заболеваниями, такими как нейро-
дегенерация, рак и др.

ОДОБРЕННЫЕ К ПРИМЕНЕНИЮ  
В КЛИНИЧЕСКОЙ ПРАКТИКЕ ПРЕПАРАТЫ, 

ВЫЗЫВАЮЩИЕ АУТОФАГИЮ

На данный момент нет препаратов, которые 
были бы разработаны и одобрены FDA в первую 
очередь как индукторы аутофагии и митофагии. 
Однако при скрининге библиотек химических 
веществ нередко удается обнаружить препараты, 
первоначально одобренные FDA для терапии, на-
пример рака, диабета или нейродегенеративных 
заболеваний, которые проявляют свойства акти-
ваторов аутофагии. Такой подход к поиску новых 

активаторов аутофагии в ряде случаев позволил 
обнаружить новые механизмы активации ауто-
фагии. Помимо этого, к плюсам таких скринингов 
можно отнести то, что для этих молекул, как пра-
вило, уже проведены все необходимые доклиниче-
ские и клинические испытания, что существенно 
сокращает время до расширения показаний к их 
применению в качестве активаторов аутофагии.

Препараты-активаторы аутофагии. mTOR 
(мишень рапамицина млекопитающих) является 
ключевым регулятором аутофагии в клетке, и, в це-
лом, все пути активации данного процесса можно 
разделить на mTOR-зависимые и mTOR-независи-
мые. Начнем рассмотрение группы препаратов, 
одобренных для лечения человека и вызывающих 
аутофагию, с соединений, механизм действия кото-
рых зависит от mTOR.

В качестве первой мишени для активаторов 
аутофагии из этой группы рассмотрим AMP-акти-
вируемую протеинкиназу (AMPK), которая участ-
вует в регуляции активности mTOR. Примером со-
единения, активирующего AMPK, может служить 
известный препарат метформин  (рис.  1). Данное 
соединение является побочным продуктом при 
синтезе N,N-диметилгуанидина [15] и было одоб-
рено FDA в 1998 г. для терапии сахарного диабета 
2-го типа. Хотя конкретный механизм актива-
ции аутофагии посредством метформина пока не 
до конца выяснен, считается, что он активирует 
AMPK; в свою очередь, это переключает клетку 
из анаболического состояния в катаболическое и 
запускает аутофагию через mTOR-, ULK1- и p53-за-
висимые сигнальные пути [16–18]. Исследования 
показывают, что метформин активирует ауто-
фагию в опухолевых клетках рака эндометрия и 
меланомы [19, 20] и предотвращает развитие кар-
диомиопатии в мышах линии OVE26 с трансген-
индуцированным диабетом [5].

Большое количество активаторов аутофагии 
было обнаружено в ходе скринингов различных 
библиотек веществ, одобренных FDA к использо-
ванию на людях. Как правило, основной целью 
таких проектов является выявление противоопу-
холевой активности, однако при более детальном 
изучении механизма в некоторых случаях удается 
выявить вещества, активирующие зависимый от 
аутофагии апоптоз. Так, например, для извест-
ного лекарства рибавирин, который был ранее 
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Рис. 1. Механизм действия синтетических веществ, активирующих аутофагию по mTOR-зависимому и mTOR-
независимому путям. Ub  – убиквитинирование, Р  – фосфорилирование (красным показано ингибирующее 
фосфорилирование, зеленым – активирующее), черные стрелки указывают на мишени действия активаторов 
аутофагии; в каскаде активации аутофагии зелеными стрелками показано активирующее действие белков, 
красными – подавляющее

зарегистрирован в качестве препарата широкого  
спектра против ДНК- и РНК-вирусов, недавно 
была показана противоопухолевая активность. 
При более детальном изучении механизма его 
действия удалось показать, что обработка риба-
вирином приводит к активации AMPK и ингиби-
рованию mTOR. Более того, известно, что рибави-
рин активирует AMPK за счет снижения уровней 
аденозинтрифосфата (ATP) и лизосомального ком-
плекса v-ATPаза–Ragulator–AXIN. Интересно, что 
обработка рибавирином также приводит к увели-
чению продолжительности жизни и замедлению 
ухудшения здоровья с возрастом у Caenorhabditis 
elegans. Таким образом, рибавирин рассматри-
вается как потенциальное средство против  
старения [21].

Аналогично противоопухолевая активность 
была обнаружена у препарата хлорпромазин (CPZ). 
Данное вещество является производным феноти-
азина и было одобренно  FDA для лечения шизо-
френии и других психических расстройств. CPZ 
индуцировал апоптоз у клеток рака ротовой по-
лости, а также активировал аутофагию по пути 

PI3K/Akt/mTOR/p70S6K (киназа β1 рибосомального 
белка S6) и повышал экспрессию связанных с ауто-
фагией генов. При совместной инкубации клеток 
с  CPZ и ингибитором фосфатидилинозитол-3-ки-
назы (PI3K), 3-метиладенина (3-МА), аутофагия не 
наблюдалась, что позволяет считать, что именно 
этот клеточный процесс способствовал CPZ-инду-
цированному апоптозу [22].

Селинексор  – препарат, одобренный FDA в 
качестве селективного ингибитора протоонко-
гена XPO1. Для данного соединения описаны свой-
ства ингибирования пролиферации клеток, запуска 
аутофагии и активации апоптоза за счет снижения 
потенциала на мембране митохондрий. Показано, 
что селинексор способствует накоплению p53 в 
ядре и активирует путь p53/mTOR для регуляции 
апоптоза, ассоциированного с аутофагией [23].

Однако активация процессов аутофагии харак-
терна не только для препаратов, для которых была 
выявлена противоопухолевая активность. При 
скрининге веществ, способных снижать цитоток-
сичность макрофагов при микобактериальной ин-
фекции, был отобран антидепрессант амоксапин. 



ГУСЕВА и др.36

БИОХИМИЯ том 89 вып. 1 2024

Постинфекционное лечение амоксапином при-
водило к ингибированию  mTOR, что способство-
вало индукции аутофагии. При ингибировании 
аутофагии с помощью 3-МА действие амоксапина 
на микобактерии в клетках-хозяевах существенно 
снижалось. Показано, что амоксапин также прояв-
ляет активность против Mycobacterium tuberculosis 
на мышах [24].

Также интересный механизм активации 
mTOR-зависимой аутофагии описан для флубенда-
зола, одобренного FDA антигельминтного препа-
рата. Это соединение вызывает деполимеризацию 
динамических микротрубочек, что приводит к 
ингибированию mTOR и его диссоциации с поверх-
ности лизосом. В результате этого транскрипцион-
ный фактор EB (TFEB) транслоцируется в ядро, где 
он повышает экспрессию генов, ассоциированных 
с аутофагией, что, в свою очередь, приводит к ак-
тивации аутофагии [25]. Помимо этого, флубенда-
зол активирует JNK1, что приводит к фосфорили-
рованию Bcl-2, вызывая высвобождение беклина-1 
(BECN1) из комплексов Bcl-2–BECN1, и также спо-
собствует активации аутофагии [26].

Помимо веществ, запускающих аутофагию по 
mTOR-зависимому пути, известны также низкомо-
лекулярные вещества, способствующие индукции 
аутофагии на уровне регуляции транскрипции. 
Например, считается, что тамоксифен увеличи-
вает уровень аутофагии за счет увеличения экс-
прессии BECN1, что было показано на клеточной 
линии MCF7. Однако на линии клеток U87MG изме-
нений в экспрессии BECN1 не обнаружено. Таким 
образом, действие тамоксифена отличается в зави-
симости от типа клеток. Согласно другим данным, 
его действие обусловлено блокировкой биосинтеза 
холестерина [27]. Предполагается, что активация 
аутофагии под действием тамоксифена может ле-
жать в основе резистентности рака к этому препа-
рату [28].

С помощью увеличения экспрессии генов LC3 
(кодирует ассоциированный с микротрубочками 
белок легкой цепи  3) и  p62 активацию аутофа-
гии вызывает итраконазол. Данное соединение 
используется в качестве противогрибкового пре-
парата, однако также вызывает аутофагическую 
гибель клеток при раке молочной железы. При 
исследовании влияния интраконазола на клетки 
рака толстой кишки удалось показать, что меха-
низм индукции апоптоза интраконазолом может 
быть связан с аутофагией [29].

Следующая большая группа активаторов ауто-
фагии  – это вещества, действующие на ионные 
каналы: блокаторы кальциевых каналов (верапа-
мил, пимозид, амиодарон и т.д.); противоэпилеп-
тические препараты (карбамазепин, вальпроевая 
кислота, соли лития); активаторы имидазолино-
вых рецепторов (клонидин и рилменидин) и т.д. 

Более подробно с ними можно ознакомиться в об-
зоре Pierzynowska et al. [1]; мы же сосредоточимся 
на некоторых примерах.

Блокаторы кальциевых каналов быстро сни-
жают внутриклеточную концентрацию кальция, 
таким образом, происходит инактивация каль-
паинов, что приводит к формированию аутофаго-
сом. Верапамил, синтетическое антиангинальное 
и антиаритмическое средство, восстанавливает 
аутофагический поток и подавляет образование 
белковых агрегатов/телец включения в клетках ге-
патоцеллюлярной карциномы in vitro и in vivo [30]. 
Он также вызывает улучшение моторных функ-
ций в мышиной модели болезни Хантингтона [31], 
хотя при этом не показал значительного эффекта 
у пациентов с боковым амиотрофическим склеро-
зом [32].

Вальпроевая кислота, впервые синтезирован-
ная в 1882 г., применяется в клинической практике 
как противоэпилептическое средство. По  одним 
данным, она, как и литий, на молекулярном уров-
не ингибирует активность мио-инозитол-1-фосфат 
синтазы (один из ключевых ферментов, вовле-
ченных в метаболизм инозитола), таким образом, 
вызывая снижение концентрации инозитола и 
внутриклеточного кальция, и, как следствие, акти-
вацию аутофагии [33]. Другие авторы утверждают, 
что вальпроевая кислота не оказывает эффекта на 
этот фермент, а действует иным образом – через 
образование активных форм кислорода (АФК) и ак-
тивацию ERK1/2-сигнального пути, что и приводит 
к аутофагии в клетках глиомы  [34]. Кроме этого, 
были исследования, подтверждающие, что валь-
проат ингибирует деацетилазу гистонов (HDAC) и 
подавляет Akt/mTOR-путь в клетках рака проста-
ты  [35]. Однако было показано, что вальпроевая 
кислота, литий и карбамазепин могут приводить 
также к ингибированию киназы гликогенсин-
тазы 3β  (GSK-3β), что вызывает подавление ауто-
фагии. GSK-3β является положительным регулято-
ром аутофагии, так как он ингибирует mTOR [36]. 
Поэтому при использовании этих соединений для 
активации аутофагии необходимо сочетать их, 
например, с ингибиторами mTOR. Стоит отметить, 
что противоэпилептические препараты имеют 
массу побочных эффектов со стороны ЦНС, пище-
варительной системы, гемостаза, и их необходимо 
использовать только по назначению врача и с 
большой осторожностью.

Клонидин (клофелин), помимо связывания с 
центральными имидазолиновыми рецепторами, 
приводящими к значительному снижению систем-
ного артериального давления, также активирует 
калиевые каналы и снижает концентрацию каль-
ция внутри клеток  [37]. Было показано, что кло-
нидин и его аналог, рилменидин, эффективны в 
животной модели лобно-височной деменции [38].
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Также для некоторых препаратов были опи-
саны свойства активаторов аутофагии, однако 
детали механизма остаются неизвестными. Таким 
примером может служить миконазол (производ-
ное имидазола), известный противогрибковый 
препарат, одобренный FDA в 1974  г. для лечения 
вагинального кандидоза. Сейчас это вещество 
рассматривается как потенциальное противо-
опухолевое средство: в ряде экспериментов оно 
ингибировало рост клеток глиобластомы за счет 
аутофагии, которая обусловлена стрессом эндо-
плазматического ретикулума, вызванным продук- 
цией АФК [39].

Помимо этого, некоторые препараты, использу-
ющиеся в косметических средствах, таких как шам-
пуни и солнцезащитные крема, проявляют свой-
ства активаторов аутофагии, однако механизм их 
действия остается неизвестным. Так, недавно для 
соединений авобензол и тиоксолон было показано, 
что они вызывают аутофагию по mTOR-независи-
мому пути  [40]. Авобензон (бутилметоксидибен-
зоилметан)  – синтетическое соединение-погло-
титель ультрафиолета, широко используемый в 
солнцезащитных кремах. Исследования показали, 
что авобензон может эффективно проникать в ро-
говой слой кожи и жизнеспособный эпидермис. 
Также было показано, что он ингибирует проли-
ферацию трофобластов человека, усиливает актив-
ность RAC-α серин/треонин протеинкиназы  (Akt)  
и ERK1/2 и вызывает деполяризацию митохон
дриальной мембраны [41]. Тиоксолон (6-гидрокси-
2H-1,3-бензоксатиол-2-он) используется в космети-
ческих продуктах, таких как шампуни для волос, 
очищающие средства для кожи и средства для 
лечения акне. Он обладает противогрибковым, 
антибактериальным, противовоспалительным и 
противоопухолевым действием и, как было пока-
зано, является ингибитором карбоангидразы  II 
человека [40].

Последнее соединение, которое стоит отме-
тить в этом разделе, – это макролид такролимус, 
который используется в качестве мягкого имму-
носупрессора  [42]. Было продемонстрировано на 
клеточных культурах и мышиных моделях, что 
данный препарат существенно снижает количе-
ство прионного белка в аномальной форме. При 
этом установлено, что данный эффект достигается 
за счет активации молекул, ассоциированных с 
аутофагией [43]. Таким образом, такролимус рас-
сматривается в качестве потенциального препа-
рата для лечения прионной инфекции. Однако 
также было продемонстрировано, что такролимус 
ингибирует TFEB-зависимую митофагию в β-клет-
ках поджелудочной железы, что, в свою очередь, 
приводит к их дисфункции [44].

Препараты-активаторы митофагии. Отдель-
но рассмотрим одобренные FDA препараты, кото-

рые также демонстрируют свойства активаторов 
митофагии.

Многие соединения, активирующие мито-
фагию, действуют на участников PINK/Parkin-пути 
передачи сигнала  (рис.  2). Например, по такому 
механизму действует препарат репаглинид, кото-
рый был одобрен FDA в качестве инсулинотроп-
ного противодиабетического препарата. Помимо 
этого, его также рассматривали в качестве потен-
циального терапевтического средства для лече-
ния болезней Паркинсона и Хантингтона. Данное 
соединение также проявляет свойства активатора 
митофагии, и, хотя точный механизм неизвестен, 
было показано, что репаглинид повышает экс-
прессию маркера митофагии PINK1 (PTEN-индуци
руемая протеинкиназа 1) и BECN1 [45].

Другой распространенный путь активации 
ауто- и митофагии – SIRT1-зависимый сигналинг. 
Примером соединения, воздействующего на этот 
путь, может служить противоопухолевое средство 
олапариб (AZD2281), который является ингибито-
ром PARP-1, что и приводит к активации сирту-
ин-зависимого пути активации аутофагии. Было 
показано, что олапариб индуцирует митофагию 
в клетках рака молочной железы, а также суще-
ственно сокращает количество митохондрий в 
клетках с нарушениями митофагии [7].

Встречаются также препараты, которые акти-
вируют сразу несколько различных подтипов ауто-
фагии, например, милтефозин способен активиро-
вать липофагию, митофагию и аутофагию. Этот 
препарат был одобрен FDA для лечения кожного и 
висцерального лейшманиоза. Показано, что инку-
бация с милтефозином оказывает множественное 
влияние на липидный гомеостаз в макрофагах, 
включающее повышение уровня высвобождения 
холестерина, ускорение разрушения липидных 
рафтов и перераспределение PIP2 из плазматиче-
ской мембраны в регионы клетки, богатые акти-
ном. Также обработанные милтефозином клетки 
демонстрировали увеличение активирующего 
фосфорилирования AMPK и ULK1 (unc-51-подобная 
активирующая аутофагию киназа) [46].

Похожие эффекты описаны для низкомоле-
кулярного антиоксиданта пробукола. Данное со-
единение снижает уровень холестерина, а также 
способно усиливать митофагию и предотвращать 
потерю дофаминергических нейронов у Drosophila 
melanogaster и Danio rerio  [47]. При изучении ме-
ханизма его действия было обнаружено, что про-
букол действует независимо от пути PINK/Parkin 
и  основной его мишенью является ABCA1 (ATP-
связывающий кассетный транспортер), который 
подавляет митофагию [48].

Есть и другие способы инициации митофа-
гии, например, дефицит железа. Функциониро-
вание митохондрий обеспечивает необходимый 
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Рис. 2. Механизм действия синтетических веществ, активирующих митофагию. Ub  – убиквитинирование,  
Р – фосфорилирование, черные стрелки указывают на мишени действия активаторов аутофагии; в каскаде ак-
тивации аутофагии зелеными стрелками показано активирующее действие белков, красными – подавляющее

гомеостаз железа, так как три основных пути ути-
лизации железа (его запасание, биосинтез гема и 
железосерных кластеров) протекают в митохон-
дриях  [49]. Недавние исследования показывают, 
что дефицит железа приводит к митофагии в раз-
ных модельных организмах [50–53] за счет повы-
шения экспрессии митохондриального ферритина, 
который, попадая на внешнюю мембрану мито-
хондрий, привлекает адаптерный белок аутофа-
гии NCOA4 [54]. Таким образом, хелаторы железа, 
такие как, например, деферипрон (DFP), индуци-
руют митофагию, не влияя на трансмембранный 
митохондриальный потенциал [50, 55], по PINK1/
Parkin-независимому пути. DFP был одобрен FDA 
в 1994 г. для лечения талассемии [56].

Отдельно стоит упомянуть катионные соеди-
нения, которые могут играть роль мягких разобщи-
телей окислительного фосфорилирования. Напри-
мер, было показано, что проникающие катионы, 
нацеленные на митохондрии, например, 10-(6′-уби-
хинонил)  децилтрифенилфосфоний  (MitoQ), сни-

жают потенциал на мембране митохондрий и 
являются разобщителями окислительного фосфо-
рилирования, индуцируя ауто- и митофагию. MitoQ 
является известным антиоксидантом и использу-
ется в качестве пищевой добавки. В целом, соеди-
нения, проявляющие свойства мягких разобщите-
лей окислительного фосфорилирования, являются 
крайне перспективными в контексте разработки 
препаратов, активирующих митофагию [57].

Таким образом, препараты, одобренные FDA и 
проявляющие свойства активаторов ауто- и мито-
фагии, проявляют высокое разнообразие по меха-
низмам своего действия. Подробнее с формулами 
приведенных соединений можно познакомиться в 
табл. 1. Стоит также отметить, что, несмотря на то 
что эти препараты уже используются человеком, 
для многих из них свойства активаторов аутофагии 
были обнаружены спустя продолжительное время 
после одобрения FDA. Это указывает на необходи-
мость более тщательного исследования спектра 
побочных эффектов разрабатываемых препаратов.
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Таблица 1. Синтетические индукторы ауто- и митофагии, одобренные FDA для примения

Название Структура Механизм действия Одобрен FDA

Метформин

активирует AMPK

сахароснижающий 
препарат

Рибоверин противовирусный 
препарат

Хлорпромазин

активирует mTOR-за-
висимые пути

нейролептик

Селинексор
селективный  

ингибитор  
протоонкогена XPO1

Милтефозин препарат против 
лейшманиоза

Амоксапин ингибирует mTOR антидепрессант

Флубендазол

вызывает  
деполимеризацию 

динамических  
микротрубочек и ин-
гибирование mTOR

антигельминтный 
препарат

Тамоксифен увеличивает  
экспрессию BECN1

гормональный  
препарат  

для лечения рака  
молочной железы
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Таблица 1 (продолжение)

Название Структура Механизм действия Одобрен FDA

Итраконазол
увеличивает  
экспрессию  

генов LC3 и p62
противогрибковый 

препарат

Верапамил

блокирует  
кальциевые каналы

антиангинальное  
и антиаритмическое 

средство

Амиодарон

Пимозид антипсихотическое 
средство

Карбамазепин

ингибирует  
мио-инозитол-1- 
фосфат синтазу

противоэпилепти
ческий препарат

Вальпроевая 
кислота

Соли лития Li+
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Таблица 1 (продолжение)

Название Структура Механизм действия Одобрен FDA

Клонидин

блокирует калиевые 
каналы

гипотензивный  
препарат

Рилменидин

Миконазол

не известно

противогрибковый 
препарат

Авобензол
компонент  

солнцезащитных 
кремов

Тиоксолон средства  
для лечения акне

Такролимус иммуносупрессор

Репаглинид
увеличивает  

экспрессию генов,  
кодирующих  

PINK1 и BECN1

противодиабети
ческий препарат
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Таблица 1 (окончание)

Название Структура Механизм действия Одобрен FDA

Олапариб ингибирует PARP-1 противоопухолевое 
средство

Пробукол ингибирует ABCA1 гиперлипидеми
ческий препарат

Деферипрон хелатирует железо препарат  
против талассемии

MitoQ
мягкий разобщитель 

окислительного  
фосфорилирования

антиоксидант

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ  
СИНТЕТИЧЕСКИЕ ВЕЩЕСТВА

Параллельно с поиском способности акти-
вировать аутофагию у уже одобренных препара-
тов ведется разработка новых молекул с такими 
свойствами. Так как многие активаторы обладают 
высокой токсичностью, лишь малая часть таких 
молекул доходит до клинических испытаний.

При разработке новых активаторов аутофагии 
используется два основных подхода: скрининг 
химических библиотек и рациональный дизайн 
молекул. В скрининговых подходах, как правило, 
используются библиотеки структурных аналогов 
известных активаторов аутофагии. В  подходах 
рационального дизайна часто разрабатываются 
химерные молекулы, которые позволяют созда-

вать платформы для деградации разнообразных 
мишеней.

Вещества-активаторы аутофагии. Так же, 
как и лекарственные препараты, эксперимен-
тальные соединения, активирующие аутофагию, 
можно разделить на две группы: mTOR-зависимые 
и mTOR-незавиcимые. Начнем рассмотрение этих 
соединений с веществ, действующих на mTOR, и 
посредников передачи сигнала по mTOR-зависи-
мому механизму активации аутофагии.

Рассмотрим ингибиторы mTOR. В отличие от 
рапамицина и его аналогов, которые аллостериче-
ски ингибируют этот фермент [58], синтетические 
ингибиторы mTOR имеют конкурентный механизм 
связывания с каталитическим центром киназ 
mTORC1 и mTORC2 (мишени рапамицина млеко-
питающих, комплексы 1 и 2). Они являются более 
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активными ингибиторами mTOR, соответственно, 
их действие на активацию аутофагии выражено 
сильнее. Так, например, AZD8055 стимулирует и 
потенциирует аутофагию, вызванную химиотера-
пией, как показывает повышение конверсии LC3-I 
в LC3-II и снижение количества p62/SQSTM1 (се-
квестосома 1) [59]. CZ415 в in vitro экспериментах 
подавлял рост клеток папиллярной карциномы 
щитовидной железы [60] и плоскоклеточного рака 
головы и шеи [61]. К активаторам аутофагии с опи-
санным механизмом действия и свойствами так-
же относятся торин 1 [62], PP242 [63], KU-0063794, 
PtdIns-103 и NVP-BEZ235 [64].

Однако существенным недостатком большин-
ства известных ингибиторов mTORC1 является 
низкая селективность. Воздействуя на активаторы 
mTORC1 и ингибируя передачу сигналов от них, 
удается существенно повысить селективность. 
Так, в ходе скрининга библиотеки ковалентных 
лигандов, совмещенного с белковым профили-
рованием, удалось обнаружить EN6 – низкомоле-
кулярный активатор аутофагии, связывающийся 
с  Cys-277 в  ATP6V1A лизосомальной v-ATPазы. 
В присутствии EN6 mTORC1 не получает активи-
рующий сигнал от v-ATPазы, и ее активность сни-
жается [65].

Как было оговорено выше, иммуносупрессив-
ный эффект рапамицина ограничивает его частое 
использование, поэтому требуется разработка бо-
лее безопасных аналогов. В результате скрининга 
библиотеки из  50 729  соединений было иденти-
фицировано три низкомолекулярных усилителя 
рапамицина  (SMER), которые индуцируют ауто-
фагию [66]: они тормозят агрегацию гентингтина 
с высоким содержанием полиглутамина и α-синук-
леина с мутацией A53T, которые ассоциированы с 
развитием болезни Хантингтона и болезни Пар-
кинсона соответственно  [67], индуцируя аутофа-
гию по mTOR-независимым механизмам. Помимо 
этого, AUTEN-99, еще один представитель SMER, 
активирует аутофагию in vitro и in vivo и замедляет 
прогрессирование нейродегенеративных симпто-
мов [68].

Помимо веществ, которые непосредственно 
влияют на работу комплекса mTOR, также извест-
но множество веществ, вызывающих аутофагию 
при косвенном ингибировании mTOR и влияющих 
на работу участников сигнального каскада пере-
дачи сигнала инициации аутофагии. Например, 
в ходе высокопроизводительного скрининга было 
обнаружено соединение J3, которое показало себя 
эффективным активатором аутофагии. Это соеди-
нение проникает через гематоэнцефалический 
барьер и снижает уровень мутантного белка хан-
тингтина у мышей HdhQ140, не влияя на уровень 
нормального белка. Также было показано, что J3 
снижает уровень неверно свернутых белков в по-

лосатом теле. Известно, что J3 ингибирует mTOR-
зависимый путь, активируя аутофагию по незави-
симому от AMPK пути [69].

Для другого соединения, 9f, также было пока-
зано, что оно воздействует на PI3K/Akt/mTOR-сиг-
нальный путь. Однако для 9f механизм его работы 
изучен более детально: например, известно, что он 
является селективным ингибитором Akt1, а также 
индуцирует накопление p62/SQSTM1 в клетке. По-
мимо этого, описано, что 9f вызывает гибель кле-
ток гепатоцеллюлярной карциномы Huh-7 за счет 
индукции аутофагии [70]. После добавления инги-
битора аутофагии 3-МА цитотоксический эффект 9f 
значительно снижается.

Интересный ингибитор Akt-сигнального пути 
был разработан с помощью подхода по созданию 
гибридных молекул с известными доступными ак-
тиваторами аутофагии. Был получен гибрид произ-
водного ресвератрола, известного природного акти-
ватора аутофагии, и производного сложного эфира 
Ганса [71], для которого описаны противовоспали-
тельные [72] и антиоксидантные свойства [73]. По-
лученное гибридное соединение ReHа-2 повышало 
уровень LC3-II и снижало уровень p62, что свиде-
тельствует об активации аутофагии. Известно, что 
ReHа-2 способен активировать сигнальные пути 
MAPK и Akt. Также было показано, что ReHа-2 по-
вышает продукцию АФК в линии клеток человека 
NCI-H460, что приводит к гибели клеток с помо-
щью аутофагии.

Помимо вышеописанных соединений, акти-
ваторами аутофагии и митофагии могут служить 
вещества, регулирующие активность сиртуинов, а 
именно SIRT1. Например, известно, что 4-гидрокси-
ауксарконъюгатин (4-HAB) ослабляет опосредован-
ную кристаллами мочевой кислоты активность 
инфламмасомы NLPR3 в суставах при подагре. 
Это действие обусловлено SIRT1-зависимой индук-
цией аутофагии  [74]. Это соединение приводит 
к устойчивой экспрессии маркеров аутофагии, 
включая активацию Atg, LC3-II и т.д. Кроме того, 
4-HAB ослабляет подагрическое воспаление in vitro  
и in vivo.

Также было показано in  vivo, что активатор 
SIRT1, SRT1720, стимулирует работу AMPK, ингиби-
рует апоптоз, индуцированный гипоксией через 
IRE1α-сигналинг, и усиливает аутофагию в ишеми-
зированных кардиомиоцитах  [75]. Структурный 
аналог предыдущего соединения, SRT2183, ингиби-
рует сигнальные пути Akt/mTOR/70S6K и p38 MAPK, 
что индуцирует созревание аутофагосом в клетках 
рака яичника OVCAR-3 и A2780 и ингибирует рост 
этих линий; при этом нокдаун генов Atg5 и Atg7 
значительно нарушает противоопухолевую актив-
ность этого вещества  [76]. Примечательно, есть 
подтверждение того, что ингибитор сиртуинов, 
MHY2256, вызывает апоптоз и остановку клеточного 
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цикла в фазе  G1 клеток рака эндометрия; кроме 
того, он приводит к появлению вакуолей и накоп-
лению LC3, что как будто говорит об активации, а 
не подавлении аутофагии. Это соединение также 
приводит к замедлению роста клеток колоректаль-
ного рака HCT116, HT-29 и DLD-1 [77]. Важно также 
отметить, что сиртуиновый сигналинг не является 
строго специфичным для аутофагии: белки этого 
пути задействованы также в процессах митофагии 
и митохондриальном биогенезе (см. ниже).

Следующей распространенной мишенью для 
активации аутофагии по mTOR-зависимому пути 
является  AMPK. Например, вещества, такие как 
AICAR (5-аминоимидазол-4-карбоксамид-1-бета-
D-рибофуранозид) и CRO15 (аналог метформина 
с большей биодоступностью), активируют AMPK, 
тем самым вызывая аутофагию за счет фосфорили-
рования и активации комплекса белков тубероз-
ного склероза 1 и 2 (TSC1/TSC2), который является 
негативным регулятором mTOR [78]. Причем AICAR 
может вызывать ингибирование аутофагии, нару-
шая формирование функционального комплекса 
BECN1 с  PI3K, важного позитивного регулятора 
аутофагии. Что касается CRO15, то другой его меха-
низм активации аутофагии – это ингибирование 
MELK, результатом чего является остановка кле-
точного цикла и запуск путей репарации ДНК за 
счет активации p53 и REDD1 [79].

Также распространенными мишенями ак-
тиваторов и ингибиторов аутофагии являют-
ся ферменты, активность которых регулирует 
mTOR  – Unc-51-подобная киназа  1 и каталитиче-
ская субъединица фосфотидилинозитол-3 киназы 
типа 3 (PIK3C3). При отсутствии аутофагии mTOR 
подавляет активность этих ферментов, соответ-
ственно активаторы ULK1 и PIK3C3 будут спо-
собствовать инициации аутофагии  [80]. Так, на-
пример, активатор ULK1, LYN-1604, который был 
разработан в процессе рационального дизайна, 
вызывает аутофагию в in vitro и in vivo экспери-
ментах на моделях трижды негативного рака 
молочной железы посредством сборки комплекса 
ULK1–mAtg13–FIP200–Atg101  [81]. Также известны 
активаторы PIK3C3; например, показано, что при-
родный алкалоид кориноксин В эффективно запу-
скает нейрональную аутофагию. Данное соеди-
нение обладает низкой проницаемостью через 
гематоэнцефалический барьер. При разработке 
потенциального препарата для терапии болезни 
Паркинсона было синтезировано производное 
кориноксина  В  – СВ6. CB6  эффективно усиливал 
аутофагию in vitro и in vivo, а также проявлял ней-
ропротекторные свойства в модели болезни Пар-
кинсона, вызванной 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетра-
гидропиридином (MPTP), на мышах [82].

Помимо этого, также интересно, что по mTOR-
зависимому механизму аутофагию запускают не-

которые соли органических кислот. Показан поло-
жительный эффект бутирата натрия в моделях 
животных с болезнью Паркинсона через актива-
цию деградации α-синуклеина в процессе аутофа-
гии [83]. Установлено участие пропионата и бути-
рата в регуляции аутофагии в раковых клетках 
толстой кишки человека [84, 85]. Бутират ингиби-
ровал пролиферацию клеток при гепатоклеточной 
карциноме в результате активации аутофагии [86]. 
Бутират запускал аутофагию в эпителиальных 
клетках кишечника через индуцируемый гипок-
сией фактор  1α (HIF-1α)  [87]. Ацетат стимулиро-
вал синтез муцинов клетками  Т84, а образуемая 
γ-аминомасляная кислота (GABA) стимулировала 
выброс муцинов через влияние на процесс ауто-
фагии и передачи Са2+-сигнала [88]. Бутират инду-
цировал изменения в метаболизме макрофагов, 
сопровождающееся снижением гликолиза, умень-
шением активности киназы mTOR, повышением 
уровня LC3, увеличением синтеза антимикробных 
пептидов, и при этом без индукции цитокинового 
противовоспалительного ответа [89].

Как уже было описано выше, другая большая 
группа мишеней активаторов аутофагии не свя-
зана с mTOR-сигналингом. В  качестве примеров 
таких белков можно привести BECN1 и взаимо-
действующие с ним антиапоптотические белки 
семейства Bcl-2 (Bcl-2 и Bcl-XL)  [90]. Нарушение 
белок-белкового взаимодействия между BH3-до-
меном BECN1 и Bcl-2 при помощи BH3-мимети-
ков, например, ABT737, приводит к повышению 
уровня аутофагии  [91]. Однако BH3-миметики не 
специфичны для аутофагии, так как запускают 
апоптоз, разрушая взаимодействие между белка-
ми семейства Bcl-2 и BH3-доменами проапоптоти-
ческих молекул; а потому, базируясь на структур-
ных детерминантах между BH3-доменами BECN1 и 
проапоптотическими белками, есть возможность 
разработать BH3-миметики, селективно индуци-
рующие аутофагию.

Интересный вариант принципиально другого 
способа активации аутофагии  – регуляция тран-
скрипции. Примером может служить гидрокси-
производное линолевой кислоты, ABTL0812, кото-
рое было разработано как индуктор аутофагии с 
цитотоксическим эффектом  [92]. Это соединение 
связывается c  PPARα и  PPARγ (рецепторы, акти-
вируемые пролифераторами пероксисом) и акти-
вирует их транскрипционную активность, что 
приводит к повышению экспрессии гена  TRIB3, 
который является ингибитором Akt [93]. По итогам 
фазы  I клинических испытаний было показано, 
что ABTL0812 безопасен и имеет приемлемый про-
филь переносимости; это обусловливает возмож-
ность его перорального применения. На данный 
момент завершена фаза  IIa испытаний, исследу-
ющая эффективность этого препарата в терапии  
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рака поджелудочной железы (номер клинических 
испытаний NCT04431258). Исследования данного 
препарата проводятся испанской компанией Ability 
Pharma, которая разрабатывает препараты, акти-
вирующие аутофагию, для лечения рака.

Также на активность аутофагии влияют тран-
скрипционные факторы TFEB и TFE3 (транскрип-
ционный фактор  E3). Было показано, что на их 
активность влияет вещество MSL-7 – низкомолеку-
лярный энхансер аутофагии, который был обнару-
жен при разработке препарата для терапии диабе-
та 2-го типа. При этом заболевании человеческий 
островковый амилоидный полипептид  (hIAPP) 
агрегирует с образованием олигомеров и фибрилл 
более сложной структуры, которые токсичны для 
β-клеток и вызывают воспаление. Аутофагия явля-
ется основным механизмом удаления этих токсич-
ных структур в β-клетках, однако при диабете 2-го 
типа работа этого процесса нарушается, что вы-
зывает накопление hIAPP. Было обнаружено, что 
MSL-7 снижает уровень hIAPP у мышей. MSL-7 про-
никает в клетки и активирует фосфатазу кальци-
неврин А в цитоплазме. Кальциневрин А дефосфо-
рилирует факторы транскрипции TFEB и TFE3, что 
приводит к их перемещению в ядро и активации 
экспрессии генов аутофагии и лизосом  [94]. Ана-
логичный механизм активации аутофагии описан 
для другой молекулы, SMK-17, изначально разрабо-
танной как аллостерический ингибитор MAP2K1 
и MAP2K2. SMK-17 индуцирует аутофагию и лизо-
сомный биогенез посредством mTOR-независимой, 
но зависимой от PRKC активации TFEB, в отличие 
от других, структурно похожих на него ингибито-
ров MAP2K U0126 и PD184352 [95].

Среди экспериментальных соединений есть 
те, которые вызывают аутофагию пока по неиз-
вестным механизмам. Так, производное катехо-
ла, соединение  6, индуцирует аутофагию в клет-
ках HeLa и проявляет антифибротический эффект 
в эксперименте на крысах с поражением печени, 
вызванным диметилнитрозамином [96]. Активный 
и селективный обратный агонист ERRα, XCT-790, 
вызывает аутофагию, по всей видимости, mTOR-
независимым путем, усиливает биогенез ауто-
фагосом и проявляет нейропротективный эффект 
в дофаминергических нейронах черной субстан-
ции  [97]. Соединение  26b, производное списуло-
зина, который сам по себе активирует апоптоз в 
раковых клетках, индуцирует устойчивую гибель 
клеток линии рака толстой кишки DLD-1 за счет 
аутофагии, что подтверждается образованием 
характерных аутофагических вакуолей, образова-
нием локусов LC3 и экспрессией BECN1 и белков 
семейства Atg [98]. Гуманин, пептид митохондри-
ального происхождения, усиливает аутофагию в 
некоторых типах клеток, а также усиливает экс-
прессию генов, связанных с аутофагией, и сни-

жает накопление белков с неправильной уклад-
кой в скелетных мышцах мышей. Предполагают, 
что аутофагия, вызванная гуманином, потенци-
ально способствует улучшению функции скелет-
ных мышц. Более того, показано, что аутофагия 
играет ключевую роль в индуцированном гума-
нином увеличении продолжительности жизни 
у C. elegans [99].

Вещества-активаторы митофагии. Одним из 
центральных клеточных путей запуска митофа-
гии является PINK1/Parkin-зависимый сигнальный 
путь. Вещества, влияющие на посредников этого 
каскада, являются эффективными активаторами 
митофагии. В ходе скрининга набора из 50 гетеро-
циклических соединений [100] были выявлены два 
индуктора митофагии, активирующих ее по Parkin-
зависимому мехнизму, – VP07 и JAR1.39. Для этих 
веществ было показано, что они способны про-
никать через гемотоэнцефалический барьер [101], 
поэтому они представляют интерес в контексте из-
учения патологий центральной нервной системы.

Помимо этого, известны вещества, которые 
напрямую связываются с PINK1 и за счет этого 
активируют митофагию. Данное свойство харак-
терно для N6-замещенных аденинов. Первым об-
наруженным веществом с такими свойствами был 
кинетин. Известно, что в клетке он преобразуется 
в кинетинрибозидтрифосфат, который выполняет 
роль субстрата для PINK1 [102]. Однако данное со-
единение не имеет терапевтического потенциала, 
так как его действующая концентрация высока 
(50  мкМ). Для другого N6-замещенного аденина, 
MTK458, было показано, что он стабилизирует 
активную конформацию PINK1 [103]. Важно отме-
тить, что MTK458 способен запускать митофагию 
только в низкой концентрации (0,5–1 мкМ) мито-
хондриального стрессора, например карбонилциа-
нида p-(трифторметокси) фенилгидразона (FCCP) и 
олигомицина, в то время как для кинетина пока-
зана способность активировать митофагию вне 
зависимости от состояния митохондрий [102].

Помимо этого, также были обнаружены соеди-
нения, которые влияют на регуляторы PINK1/Parkin-
пути, например вещество UMI-77. Данное соедине-
ние проявляет свойства BH3-миметика для MCL1, 
усиливая его функцию рецептора митофагии, 
что, в свою очередь, улучшает способность MCL1 
взаимодействовать с LC3. Ранее также было пока-
зано, что MCL1 инициирует аутофагию с помощью 
нарушенияя PINK1/PARK2-пути передачи сигналов. 
На мышиной модели болезни Альцгеймера было 
продемонстрировано, что UMI-77 оказывает поло-
жительный эффект на когнитивные функции [104].

Разобщители окислительного фосфорилиро-
вания, такие как карбонилцианид m-хлорфенил-
гидразон  (СССР), FCCP, никлозамид и, в меньшей 
степени, 2,4-динитрофенол  (DNP), стимулируют 
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общую аутофагию, а также индуцируют деграда-
цию митохондрий, повышая проницаемость их 
внутренней мембраны для протонов и снижая ее 
трансмембранный потенциал, что также приводит 
к запуску митофагии по PINK1/Parkin-зависимому 
пути  [105–107]. Также было показано, что CCCP 
и FCCP могут запускать митофагию за счет NIX/
BNIP3L- и FUNDC1-путей [7]. Несмотря на широкое 
использование в биологических экспериментах, 
эти соединения имеют нежелательные эффекты, 
которые не позволяют использовать их в клини-
ческой практике. Воздействие на всю популяцию 
митохондрий приводит к энергетическому кри-
зису клеток и зачастую к их смерти [108], поэтому 
их хроническое применение может повлечь за 
собой полное разрушение всех митохондрий [106]. 
Они также нарушают работу белков плазматиче-
ской мембраны и цитоскелета, подавляют актив-
ность лизосом  [7]. Применение разобщителей 
окислительного фосфорилирования сопряжено с 
большим числом побочных эффектов и высокой 
цитотоксичностью. При этом цитотоксические 
свойства проявляются даже при концентрациях, 
недостаточных для индуцирования митофагии. 
Разобщитель окислительного фосфорилирования 
второго поколения, BAM15, найденный в процес-
се скрининга химических библиотек, проявляет 
более высокую селективность к внутренней мем-
бране митохондрий и не вызывает деполяризации 
плазматической мембраны [109]. При этом эффек-
тивность BAM15 сопоставима с CCCP и FCCP.

Также к запуску PINK1/Parkin-зависимого пути 
приводит накопление в клетке АФК. Большая груп-
па веществ, в которую входят паракват, дикват, 
селенит натрия и MPTP, вызывает серьезный окис-
лительный стресс: они посредством различных 
механизмов запускают генерацию АФК, которые 
повреждают митохондрии [7, 110–113]. Например, 
селенит натрия вызывает летальную форму мито-
фагии в клетках глиомы человека, но не влияет 
на астроциты. По-видимому, механизм действия 
селенита натрия связан с активацией убиквитин-
лигазы E3 MUL1, которая, в свою очередь, рекру-
тирует ULK1 в митохондрии, облегчая тем самым 
их деградацию [7]. Паракват и дикват активируют 
митофагию за счет повышения концентрации 
супероксид-анион радикалов, влияющей на ком-
плекс I электрон-транспортной цепи (ЭТЦ). Мито-
фагия в этом случае запускается в результате депо-
ляризации митохондриальной мембраны и идет 
по PINK1/Parkin-зависимому пути  [106, 107, 112]. 
MPP+ (активный метаболит  MPTP) способствует 
фосфорилированию и накоплению в митохондри-
ях ERK2, которая направляет митохондрии в ауто-
фагосомы и способствует их деградации [111, 113]. 
Возможность активации аутофагии через индук-
цию АФК также не может быть применена в тера-

певтических целях, поскольку фактически вызы-
вает повреждение митохондрий, что в конечном 
итоге и приводит к митофагии.

Известный ингибитор p53, пифитрин-α, вызы-
вает Parkin-зависимую митофагию, которая защи-
щает β-клетки поджелудочной железы и противо-
действует диабету  [114], а также препятствует 
нарушению функции тканей миокарда  [115] в 
мышиных моделях. Этот эффект связан с наруше-
нием независящей от транскрипции цитоплазма-
тической функции p53 [116].

Также митофагия может запускаться с помо-
щью p62/SQSTM1. PMI (p62/SQSTM1-зависимый ин-
дуктор митофагии)  – синтетическое соединение, 
запускающее p62-зависимую элиминацию мито-
хондрий без влияния на мембранный потенциал 
или морфологию сети митохондрий [117]. PMI ра-
ботает по нескольким механизмам: во-первых, уве-
личивает экспрессию и сигналинг от p62/SQSTM1, 
что стимулирует включение митохондрий в ауто-
фагосомы; во-вторых, является ингибитором бе-
лок-белкового взаимодействия между Nrf2 и Keap1, 
стабилизируя Nrf2, который стимулирует биогенез 
митохондрий [7].

Таким образом, экспериментальные синтети-
ческие соединения также проявляют значительное 
разнообразие в механизмах активации ауто- и ми-
тофагии. В табл. 2 приведены структуры и мишени 
описанных веществ. Хотелось бы отметить, что, 
несмотря на большое количество исследований, 
проводимых в области аутофагии, для значитель-
ной части активаторов аутофагии так и не обна-
ружена конкретная мишень их действия. Данный 
факт отрицательно сказывается как на коммерче-
ском потенциале молекул, так и на научном. При 
составлении химических библиотек для скринин-
га активаторов аутофагии многие научные группы 
используют признак структурного сходства моле-
кул с известными активаторами аутофагии. Более 
детальные представления о механизме действия 
таких молекул позволили бы нам составлять более 
сфокусированные библиотеки.

КОММЕРЧЕСКИЕ РАЗРАБОТКИ 
СИНТЕТИЧЕСКИХ АКТИВАТОРОВ АУТОФАГИИ

В обзоре, посвященном природным актива-
торам аутофагии  [10], были описаны компании, 
которые занимаются коммерциализацией био-
логически активных добавок на основе таких 
соединений, как уролитин А, спермидин, ресвера-
трол, куркумин и др. Для приема таких добавок, 
как правило, не нужны специальные показания и 
рекомендации врача, их применяют с целью уве-
личение продолжительности жизни и замедления 
старения.
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Таблица 2. Экспериментальные и синтетические индукторы ауто- и митофагии

Название Структура Механизм

AZD8055

ингибирует mTOR

CZ415

Торин 1

PP242

KU-0063794

PtdIns-103

NVP-BEZ235
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Таблица 2 (продолжение)

Название Структура Механизм

EN6
нарушает  

взаимодействие 
ATP6V1A и mTOR

SMERs

активирует mTOR-
независимые пути

AUTEN-99

J3

ингибирует mTOR-
зависимый путь

Бутират натрия

9f ингибирует Akt1

ReHа-2 ингибирует Akt-
сигнальный путь
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Таблица 2 (продолжение)

Название Структура Механизм

4-HAB
активирует 

SIRT1-зависимый 
путь

SRT1720 активирует  
SIRT1 и AMPK

SRT2183
ингибирует  

сигнальный путь 
Akt/mTOR/70S6K

AICAR

активирует AMPK

CRO15

LYN-1604 активирует ULK1
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Таблица 2 (продолжение)

Название Структура Механизм

CB6 активирует PIK3C3

ABT737
нарушает  

взаимодействие 
BECN1 и Bcl-2

ABTL0812 активирует  
PPARα и PPARγ

MSL-7
активирует  
фосфатазу  

кальциневрин А

SMK-17 активирует TFEB

Производное  
катехола,  
соединение 6

не известно
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Таблица 2 (продолжение)

Название Структура Механизм

XCT-790

не известно26b

Гуманин [118]

VP07

активирует Parkin-
зависимые пути

JAR1.39

Пифитрин-α

UMI-77

Кинетин субстрат PINK1

MTK458
cтабилизирует  

активную  
конформацию 

PINK1
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Таблица 2 (окончание)

Название Структура Механизм

FCCP

снижает  
трансмембранный  

потенциал

СССР

DNP

BAM15

Паракват

вызывает  
окислительный 

стресс

Дикват

Селенит натрия

MPTP

PMI
увеличивает  
экспрессию  
и сигналинг  

от p62/SQSTM1
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Однако модулирование аутофагии является 
также подходом к лечению многих заболеваний. 
Такие компании, как AUTOTAC Bio  Inc., Biophagy, 
Casma Therapeutics, Ability Pharma, Samsara Ther
apeutics, Retro Biosciences, Vincere, Libra Therapeutics, 
PAQ Therapeutics, разрабатывают активаторы ауто-
фагии, нацеленные на лечение заболеваний, ассо-
циированных с аутофагией.

Данные компании занимаются более глубоки-
ми и сложными по своей природе исследования-
ми, поскольку, в отличие от компаний, которые 
использовали в своих добавках вещества природ-
ного происхождения, объекты разработок данных 
компаний – как правило, синтетические вещества, 
требующие более тщательных исследований на 
предмет токсичности, побочных эффектов и меха-
низма действия.

Компании Biophagy, Samsara Therapeutics, 
Vincere, Libra Therapeutics, PAQ Therapeutics раз-
рабатывают активаторы аутофагии для лечения 
заболеваний, связанных со старением, нейроде-
генерацией, раком, и пока находятся на стадии 
поиска и оптимизации формул активаторов или 
исследования механизмов их действия. Компа-
нии Casma Therapeutics и Retro Biosciences прибли-
жаются к стадии доклинических исследований, 
а более прогрессивные, такие как AUTOTAC Bio и 
Ability Pharma – уже находятся на стадии клини-
ческих испытаний.

Препарат компании Ability Pharma ABTL0812 
уже прошел с положительными результатами 
испытания фазы IIа при раке эндометрия и раке 
легких [119] и в настоящее время проходит фазу IIb 
клинических испытаний при раке поджелудоч-
ной железы. Данное соединение индуцирует ауто-
фагию за счет активации TRIB3, который явля-
ется эндогенным ингибитором пути Atk/mTOR. 
Помимо этого, ABTL0812 также запускает стресс 
эндоплазматического ретикулума с помощью 
взаимодействия с ядерными рецепторами PPARα 
и PPARγ [119].

AUTOTAC Bio Inc. разрабатывает препараты на 
основе химер, нацеленных на аутофагию, для лече-
ния нейродегенеративных заболеваний, рака, ами-
лоидозов, мышечной дистрофии, инфекционных и 
метаболических заболеваний. В настоящее время 
несколько препаратов находятся на стадии докли-
нических испытаний, а один, направленный про-
тив болезни Альцгеймера, находится уже на ста-
дии клинических испытаний. Компания AUTOTAC 
Bio Inc. имеет несколько патентов на свои химеры 
и опубликованное исследование, подтверждаю-
щие перспективность разработок [120].

Похожий подход разрабатывает компания 
Casma Therapeutics, которая создала платформу 
PHLYT™ (Phagosome-Lysosome Targeting) на основе 
соединений, позволяющих привлекать белки-

регуляторы аутофагии к мишеням, являющимся 
причинами некоторых болезней, что приводит к 
биогенезу аутофагосом вокруг мишени. Компания 
нацелена на лечение онкологических заболева-
ний, воспаления, нейродегенерации и метаболиче-
ских нарушений. Несколько онкологических пре-
паратов приближается к стадии доклинических 
исследований.

Платформу направленной деградации на 
основе соединений, связывающих аутофагосо-
мы (ATTEC)  [121], разрабатывает компания PAQ 
Therapeutics. В конце 2021 г. компания объявила о 
сотрудничестве с Insilico Medicine для разработки 
новых методов лечения посредством деградации, 
зависящей от аутофагии.

Таким образом, достаточно много иностран-
ных компаний занимается разработкой в области 
аутофагии, используя различные методы и пресле-
дуя разные цели, что свидетельствует о перспек-
тивности данного направления как подхода к уве-
личению продолжительности жизни, замедлению, 
лечению или предотвращению ассоциированных 
с возрастом заболеваний. Вполне вероятно, что 
многие из описанных в данном обзоре актива-
торов аутофагии, которые активно исследуются 
на моделях различных заболеваний, в последую-
щем также станут объектами коммерциализации 
и  войдут в состав новых пищевых добавок или 
терапевтических средств.

Как и для всего мирового сообщества, для 
нашей страны крайне актуально изучение ауто-
фагии, так как благодаря исследованиям в этом 
направлении потенциально может быть увели-
чена продолжительность жизни и отсрочено на-
ступление возрастных заболеваний. Помимо этого, 
соединения, активирующие аутофагию, являются 
крайне перспективными молекулами для тера-
пии злокачественных опухолей и нейродегенера-
тивных заболеваний. Разработки в направлении 
активации аутофагии могли бы значительно рас-
ширить арсенал методов для терапии этих забо-
леваний, что крайне актуально, так как, в частно-
сти, одной из приоритетных задач в медицине для 
Российской Федерации является борьба с раком. 
В данный момент в нашей стране ведутся научные 
исследования в области изучения аутофагии [57, 
122–124], однако, к сожалению, пока что проекты 
не доведены до практического применения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За последние годы наши представления об 
аутофагии значительно расширились, однако она 
остается все еще сложным процессом для изуче-
ния. В первую очередь это связано с тем, что участ-
ники каскада регуляции аутофагии задействованы 
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в различных смежных клеточных процессах. По-
мимо этого, большинство известных активаторов 
и ингибиторов аутофагии не обладают высокой 
специфичностью и воздействуют сразу на несколь-
ко ферментов, что, в свою очередь, приводит к по-
явлению побочных эффектов в клетке.

В повседневной жизни источниками актива-
торов аутофагии для человека являются микробио-
та и пищевые продукты. Многие растения содер-
жат в своем составе полифенольные соединения, 
которые затем под воздействием микробиоты пре-
вращаются, например, в уролитин А, который яв-
ляется одним из наиболее известных активаторов 
митофагии и уже сейчас используется в качестве 
пищевой добавки.

В связи с развитием молекулярной биологии 
и высоким терапевтическим потенциалом акти-
ваторов аутофагии за последние 2 года появились 
молекулы, механизм действия которых изучен де-
тально, и определены конкретные мишени, среди 
которых встречаются AMPK, Akt и PINK1. Интерес-
но также, что многие лекарственные препараты, 
которые уже применяются человеком, также запу-
скают аутофагию, а значит, потенциально могут 
быть использованы, например, для терапии рака 
или нейродегенеративных заболеваний.

Немалое количество компаний в настоящее 
время ведет разработки активаторов аутофагии 
для лечения заболеваний, связанных со старени-
ем, раком, нейродегенерацией и другими ассоции-
рованными с возрастом заболеваниями. Поэтому в 
скором времени активаторы аутофагии с большой 
вероятностью пополнят линейку терапевтических 
и профилактических средств, а также пищевых до-
бавок против возраст-ассоциированных и других 
заболеваний.
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SYNTHETIC ACTIVATORS OF AUTOPHAGY

Review
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Autophagy is a central process for the degradation of intracellular components that work with disorders. 
The molecular mechanisms underlying this process are extremely difficult to study, since they involve 
a large number of participants. The main task of autophagy is the redistribution of cellular resources 
in response to environmental changes, such as starvation. Recent studies show that the regulation of 
autophagy may be the key to achieving healthy longevity, as well as to create therapeutic agents for the 
treatment of neurodegenerative diseases such as Parkinson’s and Alzheimer’s. Thus, the development 
of autophagy activators with a detailed mechanism of action is a really important direction for research. 
Several commercial companies are at various stages of development of such molecules, and some of them 
have already begun to use autophagy activators in practice.

Keywords: autophagy activators, mitophagy, mTOR, torin 1, FCCP
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В последние годы всё большее распространение приобретают методы амплификации нуклеино-
вых кислот, протекающие в изотермическом режиме и требующие использования ДНК-полиме-
раз с цепь-вытесняющей активностью. Среди таковых наиболее популярной является полимераза 
Bst exo-, однако она склонна вести неспецифический синтез ДНК посредством мультимеризации. 
В данной работе показано влияние нуклеотидной последовательности на прочность связывания 
Bst exo- с ДНК и на эффективность запуска мультимеризации. На моделях одноцепочечных три-
нуклеотидов (sst) и динуклеотидных дуплексов (dst) методом молекулярного докинга выявлена 
предпочтительность связывания «закрытой» формы Bst exo- с пурин-богатыми последователь-
ностями, особенно содержащими dG на 3′-конце растущей цепи. Данные, полученные in silico, 
подтверждены в экспериментах с использованием олигонуклеотидных матриц, различающихся 
структурой 3′- и 5′-концевых мотивов. Показано, что матрицы с олигопуриновым 3′-концевым 
фрагментом и олигопиримидиновой 5′-концевой частью способствуют более раннему запуску 
мультимеризации. Полученные данные могут быть использованы на этапе выбора оптимальных 
нуклеотидных последовательностей для изотермической амплификации, обеспечивающих полу-
чение более достоверных результатов. Так, для исключения мультимеризации следует избегать 
ДНК-матриц и праймеров, содержащих концевые нуклеотиды dA и/или dG.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ДНК-полимераза Bst exo-, изотермическая амплификация, мультимеризация, 
специфичность, молекулярный докинг.

DOI: 10.31857/S0320972524010039 EDN: YRMIAM

Принятые сокращения: а/к – аминокислоты; ЛМ – линейная матрица; ММ – мультимеризация; dst – двуцепо-
чечный тринуклеотид; sb – ионные связи (солевые мостики); sst – одноцепочечный тринуклеотид.
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ВВЕДЕНИЕ 

Амплификация нуклеиновых кислот (НК) – ос-
нова молекулярно-биологических и генетических 
исследований, методов генной инженерии, ДНК/
РНК-диагностики. Наиболее используемым мето-
дом амплификации НК является полимеразная 
цепная реакция, однако в силу ряда причин, огра-
ничивающих её применение, были разработаны 
подходы, не требующие термоциклирования (изо-
термическая амплификация)  [1–3]. Для проведе-
ния изотермической амплификации необходимы 
ДНК-полимеразы с цепь-вытесняющей активно-
стью, обеспечивающие денатурацию двуцепочеч-
ной ДНК при умеренной (50–60  °С) температуре. 

В настоящее время коммерчески доступны раз-
личные ДНК- и РНК-полимеразы [4]. Среди цепь-
вытесняющих полимераз чаще всего используется 
Bst exo- (большой фрагмент ДНК-полимеразы I из 
Geobacillus stearothermophilus), обладающая силь-
ной цепь-вытесняющей активностью, умеренной 
термостабильностью и высокой процессивно-
стью [5], но склонная вести синтез побочных про-
дуктов посредством мультимеризации (ММ) [6, 7].

ММ  – наиболее изученная реакция неспеци-
фической изотермической амплификации, при-
водящая к наработке характерных продуктов 
(мультимеров): набора ампликонов кратной дли-
ны, состоящих из тандемных олигонуклеотид-
ных повторов [7]. Согласно работе Wang et al.  [8], 
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ММ начинается с образования псевдоциклической 
ДНК-структуры благодаря частичной денатурации 
ампликонов («дыханию» цепей ДНК) с последую-
щим изгибом свободных 3′-концов и их отжигом 
на противоположной части дуплекса. Показано, 
что этот процесс обусловлен ионным взаимодей-
ствием фосфатного остова синтезируемых цепей 
ДНК с поверхностными аминогруппами полиме-
разы [9]. Были определены условия, способствую-
щие инициации ММ. Так, более ранний запуск 
ММ наблюдается при использовании полимеразы 
Bst 2.0 («New England Biolabs», США), для ДНК-ма-
триц длиной около 50 нт, при наличии в реакци-
онной смеси восстанавливающих агентов (напри-
мер, β-меркаптоэтанола), при температуре 55–60 °С, 
при пониженном содержании интеркалирующих 
красителей [7]. Протекание ММ не позволяет диф-
ференцировать результаты амплификации специ-
фической мишени и реакции неспецифического 
синтеза, что резко снижает достоверность НК-ана-
лиза, основанного на изотермической амплифи-
кации  [10,  11]. В частности, в условиях реакции 
EXPAR, протекающей под действием Bst exo- в при-
сутствии никующих эндонуклеаз (никаз) [12], те-
стовые образцы и образцы отрицательного контро-
ля демонстрируют близкие значения порогового 
времени (Tt), соответствующего началу экспонен-
циальной стадии накопления детектируемого 
количества продуктов амплификации  [13]. Для 
данной реакции было показано, что более ранний 
старт неспецифической амплификации наблюда-
ется для ДНК-матриц, богатых пуриновыми нук
леотидами [14].

Хотя были предложены различные способы 
предотвращения ММ [9, 15–17], потребность в полу-
чении достоверных результатов обусловливает про-
ведение дальнейших исследований, посвящённых 
подробному изучению свойств ДНК-полимеразы Bst 
exo-. Целью данной работы стали изучение предпо-
чтительности связывания ДНК-полимеразы Bst exo- 
с определёнными нуклеотидными последователь-
ностями и оценка влияния первичной структуры 
ДНК-матриц на эффективность запуска ММ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Молекулярный докинг проводился с исполь-
зованием пакета программ Schrodinger Suite 2016-
4 [18], как описано в работе Garafutdinov et al. [19]. 
Были взяты три пространственные структуры 
ДНК-полимеразы Bst exo- из базы данных PDB: 1L3S 
(«открытая»), 2HVI («полуоткрытая») и 1LV5 («за-
крытая»). Молекулярную структуру полимеразы 
подготавливали для расчётов с помощью модуля 
Protein Preparation Wizard [20, 21], устраняя такие 
неточности, как отсутствующие атомы водорода, 

ошибочный порядок связей, неверная ориентация 
боковых групп. Исходные ДНК-дуплексы были уда-
лены из структур комплексов. Одноцепочечные 
тринуклеотиды (sst) и двуцепочечные тринуклео-
тиды (dst) моделировали с помощью приложения 
Discovery Studio v.4.1 Visualizer («Dassault Systèmes», 
Франция) и далее подготавливали для расчётов с 
помощью модуля LigPrep. Комплексы «ДНК–ДНК-
полимераза» рассчитывали с помощью модуля 
Glide Docking. Точность расчётов была выбрана как 
XP Docking.

Использованные реагенты: ДНК-полимераза 
Bst LF (Bst Large Fragment), буферы Thermopol и 
Isothermal, ДНК-маркер 50  bp DNA Ladder («New 
England Biolabs»), буфер для ДНК-полимеразы Taq 
(«СибЭнзим», Россия), дНТФ («Биолабмикс», Россия), 
интеркалирующий краситель dsGreen («Люми-
проб», Россия), акриламид, N,N′-метиленбисакрил-
амид, Tris, персульфат аммония, динатриевая соль 
N,N,N′,N′-этилендиаминтетрауксусной кислоты, 
N,N,N′,N′-тетраметилэтилендиамин («Sigma», Герма-
ния). Все растворы готовили на воде высшей кате-
гории качества (> 18 МОм) («Millipore», Франция).

Олигонуклеотидные матрицы и праймеры 
конструировали в инструменте OligoAnalyzer 
(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) и 
анализировали с помощью ресурса BLAST (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) на предмет отсут-
ствия их гомологии с какими-либо известными 
нуклеотидными последовательностями. Олигонук
леотиды синтезировали в ООО «Синтол» (Россия), 
их последовательности приведены в табл. 1.

Амплификационные эксперименты прово-
дили следующим образом. Образцы для амплифи-
кации готовили в ПЦР-боксе UVC/TM-AR («Biosan», 
Латвия), предварительно облучая рабочее про-
странство, дозаторы и пластиковую посуду уль-
трафиолетом в течение 20 мин. Реакцию ММ про-
водили в приборе iQ5 («Bio-Rad Laboratories», США). 
Образцы объёмом 10 мкл содержали 107  копий 
ДНК-матрицы, 5 пмоль каждого праймера, 1 мкл 
смеси дНТФ с концентрацией 2,5 мМ каждого, 
3,0 ед. акт. ДНК-полимеразы Bst LF, 1× буфер ДНК-
полимеразы, 0,1× dsGreen. Программа амплифика-
ции состояла из следующих этапов: 1) 70 °С – 30 с, 
2) 65 °С  – 60 с, 3) 60 °С  – 3 ч. Каждый образец был 
представлен в трёх повторах. Результаты ММ ана-
лизировали дополнительно с помощью электро-
фореза в 10%-ном полиакриламидном геле с окра-
шиванием бромистым этидием и визуализацией 
в системе GelDoc XR («Bio-Rad Laboratories»).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее при изучении ММ, протекающей под 
действием ДНК-полимеразы Bst exo-, нами было 
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Таблица 1. Использованные олигонуклеотидные ДНК-матрицы и праймеры к ним*

№№ Шифр Последовательность, 5′→3′ Длина, 
нт

Tотж.**, 
°C

1 ЛМ1 GTCACGTCAGTCCTGTAGTGCTCAGTGTCGTCGTACAGCCTACATTGCAGA 51 27,3/22,3

2 ЛМ2 CTCTCTCTCTCGCTGACGTGCTCAGTGTCGTCGTACAGCCTAAGGAGAAGA 51 20,3/19,8

3 ЛМ3 AGGAGAAGACTGCTGACGTGCTCAGTGTCGTCGTACAGCCTACTCTTCCTC 51 19,8/21,3

4 ЛМ4 CTGCCGCGACTGCTGACGTGCTCAGTGTCGTCGTACAGCCTACTATTATTA 51 40,1/0,7

5 ЛМ5 ATTATTATACTGCTGACGTGCTCAGTGTCGTCGTACAGCCTACGCGGCCGC 51 0,0/50,4

6 ЛМ6 CAGAСGTCAGTCCTGTAGTGCTCAGTGTCGTCGTACAGCCTACATTGCAGA 51 26,6/22/3

7 F1 GTCACGTCAGTCCTGTAGTGCTCAGT 26 61,6

8 F2 CTCTCTCTCTCGCTGACGTGCTCAGT 26 63,1

9 R2 TCTTCTCCTTAGGCTGTACGACGAC 25 59,5

10 F3 AGGAGAAGACTGCTGACGTGCTCAGT 26 63,1

11 R3 GAGGAAGAGTAGGCTGTACGACGAC 25 60,0

12 F4 CTGCCGCGACTGCTGACGTGCTCAGT 26 68,3

13 R4 TAATAATAGTAGGCTGTACGACGAC 25 53,6

14 F5 ATTATTATACTGCTGACGTGCTCAGT 26 56,0

15 R5 GCGGCCGCGTAGGCTGTACGACGAC 25 68,9

16 F6 CAGACGTCAGTCCTGTAGTGCTCAGT 26 61,4

17 R1/6 TCTGCAATGTAGGCTGTACGACGAC 25 60,5
* Подчёркиванием отмечена последовательность, общая для всех матриц, курсивом выделена последователь-
ность, общая для матриц ЛМ2–ЛМ5.
** Tотж.  – температура отжига 5′-/3′-концевых мотивов (выделены жирным шрифтом), найдена с помощью 
OligoAnalyzer.

обнаружено различие во времени начала экспо-
ненциальной стадии данной реакции (соответ-
ствует началу накопления детектируемого коли-
чества продуктов) при использовании в качестве 
ДНК-матриц олигонуклеотидов одинаковой дли-
ны (около 50 нт), но разного нуклеотидного соста-
ва [7, 16]. На примере реакции EXPAR зарубежными 
авторами было показано, что величина порогового 
времени для образцов отрицательного контроля, в 
которых протекал неспецифический ДНК-синтез, 
также зависит от первичной структуры исполь-
зуемых ДНК-матриц  [14]. Вероятно, сила взаимо-
действия (прочность связывания) полимеразы Bst 
exo- с теми или иными нуклеотидами для матриц 
с разным нуклеотидным составом варьирует на-
столько, что может обусловливать заметное разли-
чие в скорости образования и/или стабильности со-
ответствующих фермент-субстратных комплексов, 
инициирующих запуск неспецифического ДНК-
синтеза. Таким образом, изотермическая амплифи-
кация в этом случае будет контекстно-зависимой.

Для проверки справедливости данного пред-
положения нами изучены комплексы полимеразы 
Bst exo- с ДНК с помощью молекулярного докинга и 
оценена эффективность запуска MM, выраженная 
в значениях порогового времени Tt, для матриц с 
различающимся нуклеотидным составом конце-
вых мотивов. Для молекулярного докинга брали 
три конформационные формы Bst exo-: «открытую» 
(PDB: 1L3S), «полуоткрытую» (2HVI) и «закрытую» 
(1LV5). «Открытая» форма фермента соответствует 
состоянию связывания полимеразы с двуцепочеч-
ной ДНК, «полуоткрытая» – оптимизации конфор-
мации активного центра перед присоединением 
нуклеотида, «закрытая» – каталитическому собы-
тию, т.е. в момент присоединения конкретного 
нуклеотида к растущей цепи [22]. Для проведения 
in silico исследований использовали программный 
пакет Schrodinger Suite 2016-4, который позволяет 
вести расчёты для замороженных состояний моле-
кул. Поскольку целью данной части работы было 
определение параметров связывания полимеразы 
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Рис. 1. Структура модельных одноцепочечных три
нуклеотидов (sst) и динуклеотидных дуплексов (dst)

с ДНК, а не сайта связывания, расчёты проводи-
лись с сохранением исходной конформации бел-
ковой молекулы.

Докинг проводили в трёхнуклеотидном при-
ближении для комплексов полимеразы с ДНК, 
в качестве которых выступали все возможные 
64 варианта одноцепочечных тринуклеотидов (да-
лее обозначены как sst) и 64 варианта динуклео-
тидных дуплексов с одним «свисающим» 5′-кон-
цевым нуклеотидом (далее dst, двуцепочечный 
тринуклеотид) (рис.  1). В указанных ДНК-струк-
турах атомы водорода 5′-фосфатных групп были 

замещены на метильные группы для исключения 
влияния данных подвижных (кислых) протонов 
на результаты докинга. Структуры sst имитиро-
вали молекулярный комплекс при гипотетически 
возможном неспецифическом связывании фер-
мента с одноцепочечной ДНК в активном центре; 
sst моделировали и далее анализировали с целью 
их сравнения с dst – ДНК-фрагментами в реальных 
фермент-субстратных комплексах в момент присо-
единения нуклеотида. Для sst пространственную 
ориентацию тринуклеотида задавали аналогично 
таковой для dst.

Расчёты были проведены для всех возмож-
ных вариантов фермент-субстратных комплексов, 
образованных тремя формами Bst exo- и модель-
ных ДНК (384 варианта). Они позволили получить 
значения параметров glide emodel, potential energy 
и docking score, характеризующих прочность соот-
ветствующих молекулярных структур. Величина 
docking score является интегральной и наиболее 
точно отображает стабильность комплексов в це-
лом; в случае образования устойчивого комплекса 

Рис. 2. Усреднённые значения docking score, полученные при рассмотрении только нуклеотидов N2 и N3 (звёз-
дочкой отмечены динуклеотиды, соответствующие наиболее прочным комплексам)
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Рис. 3. Диаграмма взаимодействия лигандов на примере комплекса Bst exo- с dst (в качестве примера приве-
дён тринуклеотид 5′-САС-3′). В виде сфер представлены а/к: фиолетовые сферы – а/к, несущие положительно 
заряженные группы, голубые  – содержащие полярные группы, зелёные  – гидрофобные, красные  – несущие 
отрицательно заряженные группы; цветными линиями и стрелками показаны химические взаимодействия 
между а/к и окружением: красные стрелки – ионные связи (солевые мостики, sb), синие – водородные связи 
(Н), отсутствие стрелок – прочие слабые взаимодействия (+)

этот показатель имеет отрицательные значения. 
Для всех 384 структур были получены отрицатель-
ные значения docking score (приведены в табл. П1 
дополнительных материалов). В случае sst величи-
на docking score принимает значения от −8,147 до 
−3,150 для 1L3S, от −10,413 до −2,451 для 2HVI и от 
−11,485 до −6,179 для 1LV5, в случае dst – от −8,617 
до −1,944, от −8,733 до −2,470 и от −10,969 до −1,626 
соответственно. Бóльший диапазон значений в 
случае dst объясняется, по всей видимости, мень-
шим числом возможных для таких ДНК-структур 
степеней свободы ввиду их двуцепочечного строе-
ния, что приводит к снижению количества до-
ступных конформационных состояний, в которых 
может реализоваться большее число химических 
взаимодействий в пределах комплекса. В целом, 
средние значения docking score как для sst, так и 

для dst оказались достаточно близки и не наблю-
далось явной предпочтительности связывания по-
лимеразы с определёнными тринуклеотидами. Од-
нако после нахождения средних значений docking 
score при рассмотрении только ключевых нуклео-
тидов (центрального, N2, как связанного с 3′-кон-
цевым нуклеотидом растущей цепи, и N3 (5′-кон-
цевого), как определяющего тип присоединяемого 
к растущей цепи нуклеотида) предпочтительность 
связывания проявилась чётче (табл. П2 дополни-
тельных материалов). Более прочными оказались 
комплексы, содержащие в ДНК-структурах пири-
мидиновые нуклеотиды: dC и dT в положениях N2 
и N3 для sst и dC в положении N2 для dst (рис. 2).

По-видимому, на прочность связывания ДНК 
с ферментом оказывает влияние гидрофобность 
азотистых оснований, которая максимальна у ци-
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Таблица 2. Значения docking score, найденные для комплексов Bst exo- (форма 1LV5) с ДНК

Нуклеотид  
N3

Нуклеотид 
N2

Нуклеотид N1

dA dC dG dT

sst dst sst dst sst dst sst dst

dA

dA −7,176 −4,592 −7,524 −6,289 −7,162 −8,920 −7,292 −7,423

dC −7,204 −9,459** −7,445 −9,911 −7,161 −9,361 −8,170 −9,219

dG −7,251* −6,117 −7,605 −5,776 −8,480 −10,329 −7,643 −5,280

dT −7,169 −3,223 −8,353 −6,137 −7,870 −4,545 −7,699 −1,626

dC

dA −6,989 −6,114 −7,022 −3,971 −6,179 −6,095 −6,982 −7,335

dC −10,743 −9,838 −9,536 −10,034 −7,015 −10,022 −9,811 −10,043

dG −7,468 −9,298 −6,925 −9,571 −6,914 −10,119 −7,193 −5,506

dT −8,371 −10,969 −10,610 −6,381 −7,179 −6,600 −9,509 −4,097

dG

dA −7,606 −7,354 −7,865 −6,139 −7,212 −6,759 −6,868 −4,806

dC −6,640 −9,926 −7,362 −4,841 −7,874 −9,628 −7,709 −4,541

dG −8,001 −5,318 −7,886 −7,772 −7,203 −8,030 −7,920 −6,616

dT −7,409 −6,771 −6,890 −6,879 −7,354 −7,786 −7,679 −4,856

dT

dA −7,196 −6,585 −7,309 −5,102 −6,875 −8,494 −6,844 −3,993

dC −10,502 −9,848 −9,321 −3,713 −7,616 −10,628 −9,911 −10,399

dG −7,104 −6,306 −7,073 −3,752 −6,946 −3,774 −8,562 −3,832

dT −11,485 −4,870 −8,670 −3,092 −7,744 −9,705 −11,067 −8,361

Минимальное  
значение (MIN) −11,485 −10,969 −10,610 −10,034 −8,480 −10,628 −11,067 −10,399

Максимальное  
значение (MAX) −6,640 −3,223 −6,890 −3,092 −6,179 −3,774 −6,844 −1,626

Δ (MAX−MIN) 4,845 7,746 3,720 6,942 2,301 6,854 4,223 8,773

Среднее значение −8,020 −7,287 −7,962 −6,210 −7,299 −8,175 −8,179 −6,121

Стандартное  
отклонение 1,500 2,314 1,073 2,204 0,530 2,096 1,256 2,486

* Жирным шрифтом выделены максимальные в группе (в четвёрках соответствующих тринуклеотидов 
с переменным N2) значения docking score.
** Серой заливкой выделены ячейки, соответствующие максимальному значению docking score для структур, 
содержащих dC в положении N2.

тозина и минимальна у аденина  [23, 24]. Ранее 
уже было показано влияние структуры и состава 
полинуклеотидов на эффективность синтеза ДНК 
in  vitro  [25,  26], однако данный феномен требует 
дальнейшего более детального изучения.

Наиболее ярко зависимость взаимодействия 
фермента с ДНК от нуклеотидного контекста вы-
ражена для «закрытой» формы полимеразы 1LV5 
с dst. Согласно расчётам, для данных комплексов 

наблюдается наибольший разброс между мини-
мальным и максимальным значениями docking 
score (табл. 2). Среди 16 структур, содержащих dC в 
положении N2, 10 структур характеризуются мини-
мальной величиной docking score в своих группах 
(четвёрках тринуклеотидов dst). Такое строение 
соответствует наличию dG на 3′-конце противопо-
ложной цепи, что свидетельствует о предпочти-
тельности связывания Bst exo- с dG-богатыми ДНК.
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Природа химических взаимодействий, стаби-
лизирующих комплексы, была определена на осно-
вании диаграмм взаимодействия лигандов (ДВЛ) – 
2D-изображений, на которых аминокислоты (а/к) 
представлены в виде сфер, окрашенных в соответ-
ствии с их химическими свойствами (рис. 3).

ДВЛ не отображают расстояния между взаимо-
действующими группами или атомами и показы-
вают только связи в комплексе между лигандом и 
рецептором. Оказалось, что Bst exo- связывается с 
модельными ДНК посредством ионных (sb) и водо-

родных (H) связей и слабых взаимодействий (+). 
Для всех изученных комплексов ДВЛ позволили 
определить точки взаимодействия полимеразы 
с ДНК (данные для 10 наименее стабильных и 10 
наиболее стабильных комплексов полимеразы 
с dst приведены в табл.  3, полные данные пред-
ставлены в табл.  П3 дополнительных материа-
лов). В целом, количество а/к, образующих связи 
какого-либо из перечисленных типов, достигает 
нескольких десятков. Максимальное число sb со-
ставило 6 в комплексе Bst exo- с 5′-TAA-3′, однако  

Таблица 3. Тип и количество химических связей в комплексах Bst exo- (форма 1LV5) с dst (приведены данные 
для 10 комплексов с наибольшим и 10 комплексов с наименьшим значением docking score)

№№ dst, 3′→5′ docking 
score

Тип и количество  
химических связей Индекс  

связывания, R

Количество  
нуклеотидов

sb1* sb2** H** (+)** dA dG dC dT

1 CTA −10,97 1 2 7 25 35 1 1 1

2 TCG −10,63 2 2 8 24 36 1 1 1

3 TCT −10,40 2 4 6 20 32 1 2

4 AGG −10,33 2 4 8 20 34 1 2

5 CGG −10,12 1 3 7 21 32 2 1

6 CCT −10,04 2 3 7 23 35 2 1

7 CCC −10,03 1 3 7 23 34 3

8 CCG −10,02 1 3 9 22 35 1 2

9 GCA −9,926 1 2 5 23 31 1 1 1

10 ACC −9,911 2 2 7 22 33 1 2

… 4 7 14 5

55 CTT −4,097 1 3 2 20 26 1 2

56 TAT −3,993 3 3 18 24 1 2

57 CAC −3,971 3 3 19 25 1 2

58 TGT −3,832 1 3 2 22 28 1 2

59 TGG −3,774 1 2 2 21 26 2 1

60 TGC −3,752 1 3 2 21 27 1 1 1

61 TCC −3,713 1 3 1 17 22 2 1

62 ATA −3,223 1 2 5 14 22 2 1

63 TTC −3,092 1 3 5 17 26 1 2

64 ATT −1,626 1 2 3 21 27 1 2

5 4 7 14
* sb1 – ионные связи между катионом металла (Mn2+) и ДНК.
** Химические связи между ДНК и а/к: sb – ионные связи, Н – водородные связи, (+) – слабые взаимодействия.
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Рис. 4. Схема протекания мультимеризации: отжиг и удлинение праймера R на ДНК-матрице I, приводящие 
к образованию двуцепочечного продукта длиной 1L (этап 1), образование псевдоциклической ДНК-структуры 
Ini (этап 2), элонгация цепей в Ini, формирование двуцепочечного продукта длиной 2L (этапы 3, 4 и 5б) или от-
жиг и элонгация праймера R (этапы 3, 4 и 5а), образование матрицы II (этап 5а), вытеснение ДНК-матрицы II 
и отжиг на ней праймера F (этап 6), формирование полноразмерных ампликонов с тандемными нуклеотид-
ными последовательностями (этапы i). Праймер F и комплементарные ему участки показаны чёрным цветом, 
праймер R и комплементарные ему участки – серым

данная структура по величине docking score не вхо-
дит в группу 10 наиболее стабильных. На основа-
нии данных о количестве взаимодействий были 
определены индексы связывания R по формуле: R = 
=  sb + H + (+). R является интегральным показате-
лем, характеризующим стабильность комплексов 
в целом. Оказалось, что для 10 наименее проч-
ных комплексов Bst exo- с dst значения R не пре-
вышали 30 единиц, в то время как для 10 наиболее 
прочных они были выше этой величины (табл. 3). 
В наименее прочных структурах повышено содер-
жание нуклеотида dТ, а в наиболее прочных – dС 
в нижней трёхнуклеотидной цепи. При этом в dst 
первой из указанных групп в среднем положении 
триплета заметно чаще находятся dT (4 варианта 
из 10) и dG (3  варианта), в dst второй группы  – 
dC (7 вариантов). В 6 структурах из 10, входящих 
в группу наиболее стабильных комплексов, верх-

няя цепь содержит 2 пуриновых нуклеотида (оба 
3′-концевые), а в трёх присутствует хотя бы один 
пуриновый нуклеотид. Таким образом, согласно 
проведённому анализу химических взаимодей-
ствий, прочность связывания Bst exo- с ДНК за-
висит от вида нуклеотидов и для пурин-богатых 
последовательностей обеспечивает более эффек-
тивный запуск реакций побочного ДНК-синтеза. 
Результаты моделирования полностью коррели-
руют с ранее полученными экспериментальными 
данными [14]. По-видимому, для исключения про-
текания неспецифической амплификации следует 
избегать ДНК-структур, содержащих концевые 
нуклеотиды dA и/или dG.

Результаты in silico исследований свидетель-
ствуют о несколько бóльшей прочности связыва-
ния Bst exo- с пурин-богатыми ДНК-последователь-
ностями. Такая предпочтительность связывания 
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фермента с ДНК не проявляется, по-видимому, в 
заметной степени при запуске обычных реакций 
амплификации и непосредственно в ходе синтеза 
ДНК, протекание которых чётко детерминировано 
образованием матрицей и праймерами значитель-
ного количества прочных вторичных структур. Од-
нако в случае ММ запуск реакции является собы-
тием, характеризующимся малой математической 
вероятностью, поскольку зависит от факторов, 
влияющих на образование триггерной молеку-
лярной структуры (инициаторного комплекса). 
ММ  протекает следующим образом (рис.  4). Сна-
чала один из праймеров (обозначен как R) отжи-
гается на исходной линейной матрице (ЛМ)  I и 
удлиняется ДНК-полимеразой, в результате чего 
на первом этапе реакции образуется первичный 
короткий ДНК-дуплекс (этап 1). Далее за счёт «ды-
хания» цепей и ионного взаимодействия фосфат-
ных групп ДНК с поверхностными аминогруппами 
фермента происходит изгиб свободных 3′-концов 
и их отжиг на противоположной части дуплекса, 
приводящий к образованию псевдоциклической 
ДНК-структуры  – инициаторного комплекса Ini 
(этап 2). Элонгация Ini даёт продукт с удвоенной 
нуклеотидной последовательностью и запускает 
ММ (этапы 3–5, 6). Включение в реакцию второго 
праймера (обозначен как F) переводит её в экспо-
ненциальный режим (этапы 6 и i).

Этап 2 лимитирует протекание ММ, посколь-
ку формирование Ini  – маловероятное событие. 
При определённых условиях, обеспечивающих 
«подвижность» концевых участков цепей ДНК и 
бóльшую стабильность Ini, возможно смещение 
равновесия в сторону его образования. Одним из 
таких условий может служить, предположительно, 
более прочное связывание полимеразы с 3′-конце-
выми нуклеотидами цепей ДНК. Эксперименталь-
ную оценку данного предположения проводили с 
использованием шести линейных олигонуклеотид-
ных матриц ЛМ1–ЛМ6 длиной 51 нт, различающих-
ся составом 3′- и 5′-концевых мотивов и имеющих 
практически идентичную внутреннюю последо-
вательность (табл. 1). Матрицы конструировали 
таким образом, чтобы исключить образование 
ими гомо- и гетеродимерных структур, способных 
к элонгации и ММ в отсутствии праймеров. ЛМ1 
состояла из случайным образом перемежающих-
ся пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов. 
Матрица ЛМ2 содержала на 5′-конце пиримидино-
вые, а на 3′-конце – пуриновые олигонуклеотидные 
фрагменты длиной 11 и 10  нт соответственно. В 
ЛМ3 расположение данных фрагментов было про-
тивоположным. ЛМ4 и ЛМ5 имели dA/dT- или dG/
dC-богатые концы, а ЛМ6 содержала идентичные 
четырёхнуклеотидные мотивы на 5′- и 3′-концах. 
Такая структура обеспечивает максимальную ста-
бильность Ini за счёт комплементарности 3′-концов 

цепей и, как следствие, повышение вероятности за-
пуска ММ, что было использовано нами ранее при 
разработке методов обнаружения микроРНК  [27] 
и вирусной РНК [28]. Стоит отметить, что пурин-
пиримидиновый состав варьировали не только для 
3′-, но и для 5′-конца матриц, поскольку при элон-
гации праймера  R образуется комплементарная 
цепь, с которой также возможен запуск ММ.

Изотермическую амплификацию вели в усло-
виях, способствующих, согласно нашим более 
ранним данным, эффективной инициации ММ 
(60 °С, пониженная концентрация интеркалирую-
щего красителя SYBR Green I, реакционный буфер с 
β-меркаптоэтанолом) – для обеспечения её гаранти-
рованного протекания для всех матриц и более точ-
ной оценки влияния на неё их нуклеотидного со-
става. Эффективность запуска реакции оценивали 
по значениям порогового времени Tt. Следует отме-
тить, что ММ, будучи реакцией неспецифической 
амплификации (протекает в отсутствии специфи-
ческой мишени), характеризуется значительными 
величинами Tt (примерно 30–60  мин для «опти-
мальных» матриц) [7]. В целом, было обнаружено 
влияние состава 3′-концов ДНК-матриц на величи-
ну Tt (рис. 5), позволившее расположить их в сле-
дующем порядке: ЛМ6 > ЛМ2 >> ЛМ1 > ЛМ3 >> ЛМ4. 
Гель-электрофоретический анализ подтвердил об-
разование характерных мультимерных продуктов 
(рис. 5, вставка). Матрица ЛМ1, имеющая случай-
ный нуклеотидный состав, показала умеренную 
склонность к ММ. Наибольшую скорость запуска 
ММ (наименьшее значение Tt) обеспечила ЛМ6, 
содержащая идентичные мотивы по концам цепи. 
Чуть менее эффективно реакция инициируется 
для ЛМ2, несущей олигопуриновую 3′-концевую и 
олигопиримидиновую 5′-концевую последователь-
ности. В то же время матрица ЛМ3, в которой дан-
ные типы фрагментов расположены в обратном по-
рядке, продемонстрировала значительно меньшую 
склонность к запуску ММ. Показательно, что наи-
меньшие значения Tt обеспечили ЛМ1, ЛМ2 и ЛМ6, 
содержащие пуриновые нуклеотиды на 3′-конце. 
Полученные результаты коррелируют с данными 
in silico исследований, согласно которым присут-
ствие пуриновых нуклеотидов в качестве 3′-конце-
вых обеспечивает наиболее высокую стабильность 
комплексов полимеразы с ДНК.

Для матрицы ЛМ5, имеющей на 3′-конце 
только нуклеотиды dС и dG (обеспечивают высо-
кую температуру отжига концевого участка), а на 
5′-конце – только dA и dT (низкая температура от-
жига), ММ не протекала, что связано, очевидно, с 
низкой эффективностью денатурации («дыхания») 
GC-богатого конца дуплекса. При обратном порядке 
расположения этих фрагментов (ЛМ4) запуск ММ 
всё же происходил, но спустя значительное время 
после начала реакции.
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Рис. 5. Накопление продуктов мультимеризации для матриц с различающейся первичной структурой конце-
вых фрагментов (приведены данные, полученные при использовании буфера Taq). Вставка: электрофоретиче-
ское разделение мультимеров: 1 – матрица ЛМ1, 2 – ЛМ2, 3 – ЛМ3, 4 – ЛМ4, 5 – ЛМ5, 6 – ЛМ6, М – маркер 50 bp 
DNA ladder

Состав буферной системы влиял на ско-
рость инициации ММ. Тестировали три буфера: 
Thermopol (рекомендован для Bst LF), Isothermal 
(для Bst 2.0) и буфер к ДНК-полимеразе Taq произ-
водства «СибЭнзим». При равенстве значений pH, 
концентрации ионов Mg2+ и детергентов указан-
ные буферы содержат разное количество KCl (10, 
50 и 25 мМ соответственно), а буфер Taq – дополни-
тельно β-меркаптоэтанол. Наименьшие значения 
Tt найдены для образцов, содержавших буфер для 
ДНК-полимеразы Taq (табл. 4). Вероятно, наличие 
восстанавливающего агента (β-меркаптоэтанол) 
обусловливает повышение активности ДНК-поли-
меразы. В целом, результаты, полученные для раз-
ных буферных систем, полностью коррелировали 
с недавно представленными данными [7].

Интересными представляются результаты, 
полученные для ДНК-матриц в парах ЛМ2/ЛМ3 и 
ЛМ4/ЛМ5, имеющих зеркальный порядок распо-
ложения концевых мотивов. При равной длине 
и схожих термодинамических характеристиках 
образующихся на их основе двуцепочечных ДНК 
найденные для них значения Tt свидетельствуют 
о неравнозначности концов первичного дуплекса 
с точки зрения запуска ММ. Различия в величинах 
Tt указывают на то, что инициация ММ для ис-
пользованной молекулярной системы происходит 
преимущественно со стороны отжига затравоч-
ного (R) праймера. По-видимому, после элонгации 
праймера R и достраивания второй цепи поли-
мераза, не успевая диссоциировать с первичного 
дуплекса, задерживается на его конце и далее уча-

ствует в формировании Ini. Таким образом, хотя 
«дыхание» цепей ДНК и оказывает некоторое влия-
ние на скорость генерации Ini, в случае сравнимых 
термодинамических характеристик двуцепочеч-
ных структур оно не является определяющим.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Ранее было показано, что ДНК-полимераза Bst 
exo- обеспечивает протекание реакции неспецифи-
ческой изотермической амплификации – мульти-
меризации (ММ)  – в условиях, способствующих 
«дыханию» цепей ДНК. В данной работе про-
демонстрировано влияние также и первичной 
структуры концевых фрагментов ДНК на запуск 
ММ. Методом молекулярного докинга выявлены 
различия в прочности комплексов Bst exo- с ДНК, 
а для модельных двуцепочечных ДНК обнаружена 
выраженная предпочтительность её связывания с 
пурин-богатыми последовательностями, в особен-
ности содержащими dG. Принимая во внимание 
механизм ММ, повышение стабильности комплек-
са «ДНК–ДНК-полимераза» должно обеспечивать 
смещение равновесия в сторону образования псев-
доциклической вторичной ДНК-структуры (Ini) и 
тем самым более ранний запуск реакции.

С данными in silico исследований хорошо кор-
релируют результаты амплификационных экспе-
риментов, проведённых с использованием ДНК-
матриц с различающимися 3′- и 5′-концевыми 
мотивами. Хотя наибольшую скорость запуска ММ 
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Таблица 4. Зависимость скорости запуска ММ (в значениях порогового времени Tt, мин) от состава буферной 
системы

ДНК-матрица Tотж., °C

Среднее пороговое время

буфер Thermopol:
20 мМ Tris-HCl (pH 8,8), 
10 мМ (NH4)2SO4,  
10 мМ KCl,  
2 мМ MgSO4,  
0,1% Triton X-100

буфер Isothermal:
20 мМ Tris-HCl (pH 8,8),  
10 мМ (NH4)2SO4,  
50 мМ KCl, 2 мМ MgSO4,  
0,1% Tween 20

буфер Taq:
60 мМ Tris-HCl (pH 8,8),  
25 мМ KCl,  
2 мМ MgCl2,  
10 мМ β-меркаптоэтанола,  
0,1% Triton X-100

ЛМ1 27,3/22,3 > 160 139 ± 41 120 ± 11

ЛМ2 20,3/19,8 147 ± 38 113 ± 42 75 ± 8

ЛМ3 19,8/21,3 – > 160 134 ± 24

ЛМ4 40,1/0,7 – – > 160

ЛМ5 0,0/50,4 – – –

ЛМ6 26,6/22/3 84 ± 15 75 ± 23 53 ± 6

обеспечила матрица, содержащая идентичные фраг-
менты по концам цепи и приводящая за счёт этого 
к формированию самой прочной Ini, среди прочих 
матриц максимальная скорость инициации ММ на-
блюдалась для ДНК с олигопуриновой 3′-концевой 
и олигопиримидиновой 5′-концевой последователь-
ностями. Стоит отметить, что зависимость прочно-
сти связывания Bst exo- с ДНК от нуклеотидного 
контекста является только одним из факторов, ока-
зывающих влияние на протекание ММ; определён-
ный вклад вносит также эффективность «дыхания» 
цепей ДНК, зависящая от их GC-состава. Однако в 
случае сравнимых термодинамических характери-
стик двуцепочечных структур пурин-пиримиди-
новый состав нуклеотидных последовательностей 
становится, по всей видимости, определяющим при 
запуске ММ. Таким образом, для исключения неспе-
цифической изотермической амплификации сле-
дует избегать ДНК-структур, содержащих концевые 
нуклеотиды dA и/или dG. В то же время возможно 
использование ММ для обнаружения специфиче-
ских НК-мишеней, и в этом случае необходимо кон-
струировать ДНК-матрицы с dA/dG-обогащёнными 

терминальными мотивами, обеспечивающие более 
высокую эффективность запуска ММ.
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THE INFLUENCE OF NUCLEOTIDE CONTEXT ON NON-SPECIFIC 
AMPLIFICATION OF DNA WITH BST EXO- DNA POLYMERASE

R. R. Garafutdinov*, O. Yu. Kupova, and A. R. Sakhabutdinova

Institute of Biochemistry and Genetics, Ufa Federal Research Center, Russian Academy of Sciences, 
450054 Ufa, Bashkortostan, Russia; e-mail: garafutdinovr@gmail.com

In recent years, nucleic acid amplification methods that proceed in isothermal mode and require the 
use of DNA polymerases with strand-displacement activity have become increasingly widespread. Among 
these, the most popular is the Bst exo- polymerase, but it tends to carry out nonspecific DNA synthesis 
through multimerization. This study shows the influence of the nucleotide sequence on the binding of Bst 
exo- with DNA and on the efficiency of multimerization initiation. On single-stranded trinucleotides (sst) 
and dinucleotide duplexes (dst), molecular docking revealed the preference for binding of the “closed” 
form of Bst exo- to purine-rich sequences, especially those containing dG at the 3′ end of the synthesized 
strand. The data obtained in silico were confirmed in experiments using oligonucleotide templates that 
differ in the structure of the 3′- and 5′-terminal motifs. It has been shown that templates with an oli-
gopurine 3′-terminal fragment and an oligopyrimidine 5′-terminal part contribute to an earlier start of 
multimerization. The obtained data can be used at the stage of selecting optimal nucleotide sequences for 
isothermal amplification, ensuring more reliable results. Thus, to avoid multimerization, DNA templates 
and primers containing terminal dA and/or dG nucleotides should be excluded.

Keywords: Bst exo- DNA polymerase, isothermal amplification, multimerization, specificity, molecular docking
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По данным ВОЗ к середине 2023 г. около 800 млн жителей планеты переболело коронавирусной 
инфекцией, вызванной SARS-CoV-2. Свойства данного вируса позволили ему длительное время 
циркулировать в популяции людей, совершенствуя механизмы защиты от иммунной системы 
хозяина. Тяжесть заболевания во многом зависит от степени активации системного иммунного 
ответа, в том числе чрезмерной стимуляции макрофагов и моноцитов, выработки цитокинов 
и запуска адаптивных Т- и В-клеточных реакций при одновременном уклонении SARS-CoV-2 от 
действия иммунной системы. В данном обзоре обсуждаются механизмы проникновения вируса 
в клетку, реакции звеньев врождённой и адаптивной иммунной системы, запускаемой в ответ 
на инфицирование, и сбои в её регуляции, приводящие к развитию тяжёлого заболевания.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: врождённый и адаптивный иммунитет, SARS-CoV-2, шиповый белок, АСЕ2, 
цитокиновый шторм, протеазы, слияние мембран, полиморфизм.
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Принятые сокращения: АПК  – антигенпрезенти-
рующие клетки; БАЛ  – бронхоальвеолярный лаваж; 
MHC  – главный комплекс гистосовместимости; 
СВЦ  – синдром высвобождения цитокинов; ЭПР  – 
эндоплазматический ретикулум; ACE2  – ангиотен-
зинпревращающий фермент  2; ADE  – антителозави-
симое усиление; RBD – рецептор-связывающий домен; 
SARS-CoV-2  – коронавирус  2, вызывающий тяжёлый 
острый респираторный синдром; ТЕМ  – плазмати-
ческие мембраны, обогащённые тетраспанинами; 
TMPRSS2 – трансмембранная сериновая протеаза 2.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

В начале 2020 г. мир настигла пандемия ново-
го вирусного заболевания, получившего позже на-
звание «КОВИД-19» (от англ. COVID-19, COronaVIrus 
Disease 2019 – коронавирусная инфекция 2019 года). 
Причиной стало появление нового вида корона-
вируса SARS-CoV-2. Ранее было описано несколько 
коронавирусов (CoV), способных заражать людей. 

Четыре из них, HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 
и HCoV-HKU1, были описаны у людей с заболева-
нием верхних дыхательных путей лёгкой степе-
ни тяжести. Три вспышки эпидемий, вызванные 
коронавирусами, сопровождались тяжёлыми ре-
спираторными симптомами, системными ослож-
нениями и значительным уровнем летальности. 
Первая вспышка, вызванная SARS-CoV-1, возник-
ла в Китае в 2002 г. и затронула несколько стран 
мира; в 2012 г. в Саудовской Аравии началась оче-
редная вспышка, вызванная MERS-CoV. В  декабре 
2019 г. в Ухане (Китай) началась третья вспышка, 
вызванная SARS-CoV-2, который антигенно и гене-
тически подобен SARS-CoV. Благодаря современ-
ному уровню развития технологий исследователи 
практически в режиме реального времени отсле-
живали, как мутации в геноме SARS-CoV-2 (корона-
вирус 2, вызывающий тяжёлый острый респира-
торный синдром) вели к изменению структуры 
вирусных белков и влияли на проникновение ви-
руса в клетку, его репликацию и высвобождение. 
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Выявление иммунногенных эпитопов вируса и 
разработка эффективных методов введения анти-
гена позволили разработать разнообразные вак-
цины, что поспособствовало остановке эпидемии.  
Вместе с тем, вероятно, даже сейчас вирус про-
должает свою эволюцию, возникают новые мута-
ции, одни из них закрепляются, другие ревер-
сивно меняются. Это модифицирует структуру 
шипового и других белков вируса SARS-CoV-2, 
балансируя между повышением аффинности к 
клеточным белкам-рецепторам, появлением тро-
пизма к новым мишеням и избеганием действия 
нейтрализующих антител. В  нашем обзоре мы 
объединили разрозненные данные о механизмах 
проникновения вируса SARS-CoV-2 в клетку и раз-
витии иммунного ответа. Выявленные амино-
кислотные замены в структуре шипового белка 
мы разделили на 4 условных кластера: 1) по спо-
собности к связыванию с основным рецептором – 
ангиотензинпревращающим ферментом 2 (АСЕ2), 
2) по  доступности шипового белка к расщепле-
нию протеазами, 3) по  способности к слиянию с 
мембранами и 4) по изменению структуры белков 
для ухода от действия антител. Комбинация при-
обретённых мутаций определяет вирулентность 
штамма вируса, но, кроме этого, тяжесть КОВИД-19 
зависит от эффективности развития противовирус-
ного иммунного ответа. Нарушения в регуляции 
иммунного ответа, преобладание интерфероно-
вого ответа второго типа и гиперпродукция про-
воспалительных цитокинов вызывают развитие 
осложнений вплоть до летальных исходов.

«ВХОДНЫЕ ВОРОТА» ВИРУСА,  
МЕХАНИЗМ ПРОНИКНОВЕНИЯ В КЛЕТКИ

Мишенями SARS-CoV-2 и других бетакоронави-
русов являются клетки, несущие на своей поверхно-
сти молекулы ACE2: это клетки слизистой оболоч-
ки рта и носоглотки, лёгких, желудка, кишечника, 
лимфатических узлов, костного мозга, тимуса, селе-
зёнки, печени, почек и мозга [1, 2]. Наиболее высо-
кая плотность ACE2 наблюдается на поверхности 
эпителиальных клеток альвеол и энтероцитов тон-
кого кишечника, что обусловливает поражение лёг-
ких и развитие гастроэнтероколитов.

На начальном этапе проникновения SARS-
CoV-2 в клетку происходит узнавание поверх-
ностного S-белка вируса (шипового белка) рецеп-
тором АСЕ2 и прикрепление вируса к мембране. 
Исключение составляют фагоциты, инфициро-
вание которых может происходить без прямого 
контакта с вирусом за счёт эффероцитоза (фаго-
цитоза) инфицированных/апоптотических кле-
ток [3]. Также возможно поглощение опсонизиро-
ванных вирусных частиц за счёт взаимодействия 

с Fc-рецепторами  [4]. Такой антителозависимый 
путь проникновения вируса зависит от уровня экс-
прессии CD16 (FcγRIII). CD16 макрофагов связывает 
Fc-фрагмент иммуноглобулина G, несущего вирус-
ную частицу  [5]. Описан также феномен транс-
цитоза вирусных частиц SARS-CoV-2 через эпите-
лиальные клетки  [4]. Показано, что при низком 
уровне антител в сыворотке или при их низкой 
нейтрализующей способности опсонизированные 
вирусные частицы лучше проникают в клетки че-
рез эпителиальный барьер кишечника. Это явле-
ние известно под названием антителозависимое 
усиление (англ. Antibody-dependent enhancement, 
ADE), при котором связывание вируса с неопти-
мальными антителами усиливает его проникно-
вение в клетки хозяина [6].

После узнавания и прикрепления вируса воз-
можны два варианта развития событий  (рис. 1): 
непосредственное слияние вирусной и плазмати-
ческой мембран или формирование эндосом с по-
следующим захватом и интернализацией вирус-
ной частицы.

Слияние вирусной и клеточной мембраны 
зависит от белков слияния, дестабилизирующих 
мембрану и формирующих пору, по которой содер-
жимое вириона высвобождается в цитозоль клет-
ки. S-Белок SARS-CoV-2 принадлежит к первому 
классу белков слияния – для его активации необ-
ходимо протеолитическое расщепление, в резуль-
тате которого происходит конформационная пере-
стройка, формирование N-концевой суперспирали, 
экспонирование и встраивание вирусного белка 
в мембрану клетки-хозяина.

В структуре S-белка вируса имеется несколько 
сайтов расщепления протеазами: полиосновный 
сайт S1/S2 678-TNSPRRAR↓SVA-688 и одноосновный 
сайт S2′ 812-PSKR↓SFIEDL-821, которые являются ми-
шенями трансмембранной сериновой протеазы 2 
(англ. transmembrane serine protease 2, TMPRSS2) 
и фуриновых протеаз. S1/S2  также может рас-
щепляться под действием трипсина и мембран-
ных протеаз TMPRSS2/4/13, а сайт  S2′  – трипсина 
и TMPRSS2/4 [11]. Кроме этого, было показано, что 
расщепление S-белка может идти по другим сай-
там в рецептор-связывающем домене, N-терми-
нальном домене, в области белка слияния, а также 
вблизи сайтов S1/S2 и  S2′  [12], которые являются 
мишенями катепсинов  K, L, B, V и  S, трипсино-
подобной протеазы дыхательных путей человека 
(англ. human airway trypsin-like protease, HAT), 
TMPRSS4, TMPRSS11A, TMPRSS11E и  матрипазы. 
Показано, что полиосновный сайт расщепляется 
в основном фуриновой протеазой, а катепсин G и 
нейтрофильная эластаза действуют по альтерна-
тивным сайтам: 684AR685, 687VA688, 688AS689 [13].  
Удаление полиосновного сайта del-682-RRAR-685 
или точечная мутация внутри 682-PRAA-685 пред-
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Рис. 1. Механизм входа и выхода вируса SARS-CoV/SARS-CoV-2 в клетку. Первый этап взаимодействия включа-
ет распознавание S-белка вируса рецептором АСЕ2 (1), второй этап может различаться и пойти либо по пути 
слияния мембран  (2  А), либо по пути формирования эндосом  (2  Б). Эндосомы могут сливаться с лизосома-
ми, содержащими катепсин L и B и другие протеазы, что обеспечивает расщепление S-белка и далее слияние 
мембраны эндосомы и вируса  (3). Выход вирусной РНК в цитозоль ведёт к трансляции вирусной полимера-
зы и других вирусных белков (4), сборке и высвобождению вирионов (5). Мишенями для протеаз могут быть 
как шиповый белок, так и АСЕ2, когда происходит так называемый сброс (англ. «shedding») внеклеточного до-
мена ACE2 с поверхности клетки (составлено по [7–10])

отвращает расщепление фуриновыми протеа-
зами  [14]. Мутации P681H и  P681R в вариантах 
Альфа и Дельта, напротив, усиливают узнавание  
и расщепление фуриновыми протеазами [15]; за-
мена P681R также повышает слияние мембран [16].

Процесс расщепления идёт поэтапно; на пер-
вом этапе происходит процессинг S-белка в сайте 
S1/S2 (678-TNSPRRAR↓SVA-688) под действием фури-
новых протеаз, приводящий к открытию рецептор-
связывающего домена  [11]. На  следующем этапе 
расщепление по сайту S2′ (812-PSKR↓SFIEDL-821) за
пускает процесс реорганизации шипового белка и 
слияние мембран. После инфицирования клетки 
и запуска синтеза вирусных белков расщепление 
S-белка в сайте S1/S2 может происходить внутри-
клеточно благодаря наличию протеаз семей-
ства TMPRSS на мембране везикул транс-области 
аппарата Гольджи в эпителиальных клетках дыха-
тельных путей [17]. Таким образом, предполагает-

ся, что в формирующиеся вирионы встраиваются 
«праймированные», т.е.  готовые к связыванию с 
АСЕ2 S-белки. Это может значительно ускорить 
инфицирование соседних клеток за счёт выброса 
вирионов с «праймированными» S-белками, у ко-
торых в результате расщепления повышено срод-
ство к рецептору АСЕ2, а также открыт сайт S2′ для 
дальнейшего расщепления фуриновыми протеа-
зами и/или TMPRSS2 [11, 18].

Слияние мембран может происходить не толь-
ко между вирусом и клеткой, но и между клетка-
ми хозяина, которые образуют синцитий (рис. 2). 
Необходимым условием для его формирования 
является представление АСЕ2 и S-белка на поверх-
ности соседних клеток. Непосредственное встраи-
вание S-белка в плазматическую мембрану эука-
риотической клетки происходит при слиянии с 
вирусной мембраной (рис. 2 А) либо после инфици-
рования клетки и синтеза вирусных белков, когда 
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Рис. 2. Схематическое представление формирования многоядерного синцития при инфицировании клеток 
SARS-CoV-2. Вход вируса в клетки запускается в результате взаимодействия между S-белком вируса и рецепто-
ра ACE2 клетки (1). Появление S-белка на плазматической мембране происходит при слиянии вириона с клет-
кой (2 А) либо при инфицировании по эндосомальному пути (2 Б). В этом случае благодаря низкому рН в эндо-
соме происходит протеолитическое расщепление S-белка (3), высвобождение генома, его репликация и синтез 
вирусных белков в эндоплазматическом ретикулуме  (4). Часть S-белка ввиду его структурных особенностей 
транспортируется и встраивается в плазматическую мембрану. Таким образом, наличие на мембранах сосед-
них клеток молекул слияния АСЕ2 и S-белка способствует их слиянию (5). Сокращения: АСЕ2 – ангиотензин-
превращающий фермент 2, TMPRSS2 – трансмембранная сериновая протеаза 2

часть зрелых S-белков перемещается по секретор-
ному пути к плазматической мембране (рис. 2 Б).  
Это происходит благодаря структурной организации 
цитоплазматического хвоста S-белка, которая по
зволяет ему вклиниться в транспортные пути клет-
ки-хозяина [19, 20]. Таким образом, встроившись в 
плазматическую мембрану, эти белки опосредуют 
слияние инфицированных и неинфицированных 
клеток с образованием многоядерных гигантских 
клеток, что может способствовать прямому рас-
пространению SARS-CoV-2 между клетками. Любо-
пытно, что в исследованиях in vitro одиночная за-
мена R815A предотвращала расщепление S-белка 
по этому сайту, также вирус терял способность к 
формированию синцития при инфицировании 
клеток HEK293T-ACE2, Vero E6-ACE2 и Caco-2  [14]. 
Было показано, что именно наличие биаргини-
нового мотива в сайте расщепления фуриновыми 
протеазами  (RRAR) обеспечивает формирование 
синцития, тогда как делеции этого участка лиша-
ют вирус такой способности [21].

Исследования пациентов с КОВИД-19 выявили 
в их лёгких как гигантские многоядерные клетки, 
образующие псевдосинцитии, так и настоящие 
синцитии, которые экспрессировали маркеры 
пневмоцитов Surfactant-A, TTF1 и Napsin, что ука-
зывает на их эпителиальное происхождение [22]. 
В лёгких пациентов с КОВИД-19 также встречались 
CD163+-синцитии гистиоцитарного/моноцитар-
ного происхождения. Предполагается, что в такие 

многоядерные образования могут интернализи-
роваться лейкоциты и лимфоциты, поскольку в 
структуре синцития встречаются CD45+-клетки.  
Более того, выявлена обратная корреляция между 
количеством лимфоцитов периферической крови 
и количеством CD45+-клеток в синцитии [21]. Впро-
чем, можно предположить, что клетки любого типа, 
экспрессирующие на поверхности АСЕ2 и S-белок, 
могут слиться, образовав гетерогенный синцитий.

Важную роль в процессе слияния вирус-
ной и клеточной мембран играют вспомогатель-
ные белки клетки-хозяина. Так, в связывании с 
вирусами могут участвовать рецепторы распо-
знавания патогенных образов  [23] и рецепторы 
иммуноглобулинов (FcR). В организацию и форми-
рование эндосом, их перемещение и высвобожде-
ние вирионов вносят вклад тетраспанины, малые 
G-белки семейства  Rab и другие белки  [24,  25].  
Участки плазматической мембраны, обогащён-
ные тетраспанинами (англ. tetraspanin-enriched 
membrane, ТЕМ), участвуют в реорганизации и 
слиянии мембран. Тетраспанины регулируют фор-
мирование мембранных инвагинаций/искривле-
ний и экстраклеточных везикул, а также влияют 
на активность мембранных металлопротеиназ 
ADAM17 и ADAM10, которые, в свою очередь, рас-
щепляют белок  ACE2, отщепляя его каталитиче-
скую часть. Тетраспанин CD9 участвует в фор-
мировании эндосомы и проникновении вируса, 
CD81 и CD63 – в высвобождении зрелых вирионов.  
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Предполагается, что CD9-содержащие TEM могут 
способствовать входу вируса в клетку за счёт по-
давления расщепления ACE2 протеазой ADAM17 
и её высвобождения [8]. При отсутствии CD81 на 
мембране клетки вирионы формируются, но не 
способны высвобождаться из клетки. Тетраспа-
нины также могут выполнять функцию скаффолд-
белков. При  запуске противовирусного интерфе-
ронового ответа I типа (I  type interferon response, 
IFN-I) возможна активация синтеза и высвобож-
дения интерферон-индуцируемых мембранных 
белков (англ. interferon-induced transmembrane 
proteins, IFITM)  – небольших альфа-спиральных 
белков, которые встраиваются в TEM и разобщают 
факторы входа вируса [9].

Таким образом, вероятность инфицирования 
любой клетки, прежде всего, определяется набором 
и количеством мембранных рецепторов  АСЕ2 и 
других белков, способных связываться с S-белком – 
они обеспечивают первоначальное взаимодей-
ствие вируса и клетки. В базе данных BioGRID [26] к 
настоящему времени приведены данные более чем 
о 1000 белков человека, для которых было показано 
взаимодействие с S-белком SARS-CoV-2. Связывание 
с альтернативными мишенями может способство-
вать развитию системного поражения организма 
при коронавирусной инфекции. Список мишеней, 
особенности экспрессии в организме человека и 
взаимодействия с SARS-CoV-2 приведены в табли-
це П1 в Приложении. Другим важным фактором, 
без помощи которого невозможно слияние мем-
бран, является наличие в клетке мембранных или 
секретируемых протеаз. Как правило, в клетках, ко-
торые не экспрессируют TMPRSS2, инфицирование 
происходит путём эндоцитоза [11]. Обобщая выше-
сказанное, мы можем заключить, что, во-первых, 
чем больше точек взаимодействия между вирусом 
и клеткой, т.е.  чем выше плотность рецепторов 
на поверхности клетки, тем выше шансы на про-
никновение вируса в клетку, и, во-вторых, выбор 
способа проникновения вируса путём эндоцитоза 
либо посредством слияния мембран определяется 
уровнем экспрессии мембранных протеаз на клет-
ке-мишени.

ВРОЖДЁННЫЙ ИММУННЫЙ ОТВЕТ

Основное свойство вируса  – проникновение 
в клетку и воспроизведение собственного генома. 
В ответ на внедрение вируса в клетку и трансля-
цию вирусных белков организм запускает меха-
низмы защиты. Иммунный ответ реализуется 
активацией двух звеньев иммунной системы: вро-
ждённой и адаптивной. Как упоминалось выше, 
первыми с SARS-CoV-2 контактируют эпителиаль-
ные клетки дыхательных путей и резидентные 

макрофаги. Врождённый противовирусный ответ 
запускает экспрессию генов, относящихся к IFN-I, 
в течение нескольких часов после начала зараже-
ния. Синтез IFN-α и запускаемые им нисходящие 
сигнальные каскады модулируют ответ клеток 
и перепрограммируют их на борьбу с вирусом. 
В  результате происходит ограничение реплика-
ции вируса в инфицированных клетках, к очагу 
инфицирования привлекаются клетки врождён-
ного иммунитета, и происходит стимуляция адап-
тивного иммунного ответа за счёт представления 
вирусных антигенов с помощью белков главного 
комплекса гистосовместимости первого типа 
MHC-I (англ. major histocompatibility complex). Ан-
тигенпрезентирующие иммунные клетки  (АПК) 
способны выставлять антигены, используя оба 
типа комплексов, MHC-I и MHC-II. Не менее важ-
ную роль в инициации иммунного ответа играет 
активация паттерн-распознающих рецепторов, 
функция которых – находить высвобождаемые па-
тоген-ассоциированные молекулярные паттерны, 
РНК вируса и связываться с ними [27]. Вирусы рас-
познаются Toll-подобными рецепторами в эндо-
сомах, в том числе TLR-3 и TLR-7 и цитозольными 
сенсорами РНК (RIG-I-подобными рецепторами, 
RIG-I и  MDA5). Активация TLR-3/TLR-7 приводит 
к ядерной транслокации факторов транскрипции 
NF-κB и IRF3, в частности, к RIG-1/MDA5-зависимой 
активации IRF3. IFN-α и другие провоспалительные 
цитокины усиливают собственную продукцию: 
IFN-α активирует рецепторный комплекс IFNAR, 
что приводит к активации транскрипционных 
факторов STAT1/2, а  активация рецепторов IL-1, 
IL-6 и TNF-α приводит к синтезу провоспалитель-
ных цитокинов через транскрипционный фактор 
NF-κB [28–30]. Таким образом, при активации внут-
риклеточных TLR-3, распознающих нуклеиновые 
кислоты, развиваются ответы IFN-I и IFN-III типов, 
происходит очистка организма от вируса; тогда 
как при распознавании S-белка рецептором TLR-4 
происходит активация MyD88-зависимого сигналь-
ного пути, активация провоспалительного пути с 
вероятным развитием синдрома высвобождения 
цитокинов (СВЦ), так называемого «цитокинового 
шторма» [31].

Как же инфицирование меняет профиль ак-
тивности макрофагов? Анализ транскриптома 
активированных и инфицированных макрофагов 
показал повышение уровня транскрипции гена 
хемокина CXCL10 и ассоциированных с ним генов, 
кодирующих CXCL11, CCL18, CCL8, ISG15, CD83, ре-
цептор IL-7, активацию инфламмасом и пироптоза 
(NLRP3 и каспазы-1 соответственно)  [32]. Наряду 
с этим было отмечено повышение синтеза IL-18 
и рецептора IL-1β/IL-1, которое коррелировало с 
активностью макрофагов (рис. 3). В лёгких людей, 
умерших от КОВИД-19, было выявлено снижение 
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количества резидентных альвеолярных макро-
фагов («феномен исчезновения») и повышение 
количества привлечённых макрофагов, которые 
можно было разделить на три кластера на основа-
нии профилей транскрипции: кластер 1 экспресси-
ровал типичные маркеры моноцитов (например, 
S100A8/MRP8, FCN1 и CD14); кластер 2 имел высо-
кий уровень экспрессии генов хемокинов (напри-
мер, CCL2, CCL3, CXCL10), а кластер 3 экспрессиро-
вал иммунорегуляторные (A2M, GPR183 и  CCL13) 
и профибротические гены (SPP1, TREM2 и TGFB1). 
Первые два кластера были наиболее близки к под-
типу макрофагов  М1, а третий  – к  М2  [33]. В  ре-
зультате этого в лёгких пациентов увеличивалось 
количество фибробластов и коллагена. Предпо-
лагается, что макрофаги, инфицированные SARS-
CoV-2, дифференцируются в подтип  М1 и затем 
продуцируют провоспалительный цитокин IL-6, 
поддерживая провоспалительный статус  [34, 35]. 
Таким образом, поглощение апоптотических кле-
ток, инфицированных SARS-CoV-2, усиливает про-
дукцию провоспалительных цитокинов, подавляет 
экспрессию эффероцитарных рецепторов и нару-
шает непрерывный эффероцитоз макрофагами, 
что в дальнейшем ведёт к накоплению поврежде-
ний тканей.

В ответ на выброс хемокинов из активиро-
ванных макрофагов или повреждённых инфици-
рованием клеток в очаг прибывают гранулоциты 
из кровеносного русла. При значительной вирус-
ной нагрузке разрушение инфицированных кле-
ток сопровождается усиленным высвобождением 
множества факторов, включая провоспалительные 
цитокины и хемокины (рис. 3), что привлекает в 
очаг инфицирования ещё большее количество гра-
нулоцитов и моноцитов. У пациентов с тяжёлым 
течением КОВИД-19 отмечена высокая инфиль-
трация лёгких гранулоцитами, особенно незре-
лыми [36]. Было показано повышение количества 
гранулоцитов низкой плотности (англ. low-density 
granulocytes, LDG), которое также характерно для 
аутоиммунных, онкологических заболеваний, ми-
кобактериальной и других инфекций. У пациентов 
с тяжёлым течением КОВИД-19 повышен нетоз LDG 
и агрегация с тромбоцитами по сравнению с LDG 
пациентов с лёгким течением заболевания  [37]. 
Более того, количество циркулирующей в крови 
ДНК, образовавшейся из нетозных ловушек, кор-
релирует с тяжестью заболевания и является пре-
диктором летальности [38].

Довольно интересный вопрос – может ли вирус 
реплицироваться в клетках врождённой иммунной 
системы? В экспериментах in vitro SARS-CoV-2 ока-
зался способен инфицировать все культивируемые 
макрофаги, но размножался и вызывал противови-
русный цитокиновый ответ только в макрофагах, 
экспрессирующих ACE2 [39]. THP-1, экспрессирую-

щие АСЕ2, в ответ на репликацию вируса запу-
скали противовирусные ответы, опосредованные  
киназой TBK-1 (TANK-binding kinase 1), что ограни-
чивало размножение и высвобождение вирионов. 
Как упоминалось выше, вход SARS-CoV-2 в макро-
фаги может происходить независимо от  ACE2, 
например, через лектиновые рецепторы C-типа 
и  CD169; макрофаги, не экспрессирующие  ACE2, 
не выделяли провоспалительные цитокины или 
противовирусные медиаторы при инфицирова-
нии SARS-CoV-2. Блокада цитокинов в  АСЕ2-экс-
прессирующих макрофагах продлевала период 
продукции и выхода вирионов  [39]. Показано, 
что при CD169-опосредованной/ACE2-независи-
мой (CD169+/АСЕ2–) инфекции в макрофагах про-
исходила репликация вирусной геномной и суб-
геномной РНК, что стимулировало RIG-I, MDA-5 и 
MAVS-зависимую экспрессию провоспалительных 
цитокинов TNF-α, IL-6 и IL-1β [40]. Данных о репли-
кации SARS-CoV-2 в гранулоцитах мы не обнару-
жили; по-видимому, вследствие финальной стадии 
дифференцировки гранулоцитов их репликацион-
ный аппарат редуцируется и недостаточен для вос-
произведения вируса.

При тяжёлом течении КОВИД-19 моноциты 
периферической крови характеризовались гипер-
активированным статусом и значительным сни-
жением экспрессии HLA-DR, высоким уровнем 
экспрессии генов, характерных для фенотипа про-
тивовоспалительных и незрелых клеток, вклю-
чая SELL  (CD62L), CD163, MPO и  PLAC8, а также 
повышенной экспрессией генов белков семей-
ства S100A, например, S100A12 [41]. При КОВИД-19 
средней тяжести в моноцитах наблюдался высо-
кий уровень HLA-DR и CD11, а альвеолярные ма-
крофаги секретировали хемокин CXCL16, который 
привлекал популяцию Т-лимфоцитов в лёгкие ин-
фицированных людей. Основное различие между 
КОВИД-19 с тяжёлым течением и средней тяжести 
может быть связано с тем, что в первом случае 
в лёгкие привлекаются моноциты и гранулоциты, 
а во втором – Т-лимфоциты [41].

АДАПТИВНЫЙ ИММУННЫЙ ОТВЕТ

При развёртывании адаптивного иммунно-
го ответа происходит отбор вирус-специфичных 
Т-клеток из пула наивных клеток и пролиферация 
клона до достижения уровня, необходимого для 
обеспечения противовирусной защиты. Этот про-
цесс обычно занимает от 6 до 10 дней. При средней 
степени тяжести КОВИД-19 формирование плазма-
тических клеток и В-клеток памяти происходит 
в герминальных центрах, тогда как при тяжёлом 
течении активация В-лимфоцитов чаще всего про-
исходит вне фолликул [42].
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Рис. 3. Схематическое представление взаимной активации иммунных клеток при инфицировании SARS-CoV-2. 
Врождённый иммунный ответ активируется в течение нескольких часов после заражения вирусом и сопро-
вождается высвобождением ряда антивирусных молекул. АПК (макрофаги, дендритные клетки и отчасти гра-
нулоциты) фагоцитируют патоген, фрагментируют его на мелкие пептиды, которые представляют на своей 
поверхности с помощью главного комплекса гистосовместимости II  класса (MHC-II). Взаимодействие MHC-II 
и T-клеточного рецептора активирует CD4+ Т-хелперные клетки, а также В- и CD8+-клетки. Активация Т-хелпер-
ных клеток приводит к их дифференцировке в различные подтипы со специфическими функциями, опосре-
дованными секрецией цитокинов и контактами «клетка–клетка» (cell-to-cell). В-Клетки, дифференцирующие-
ся в плазматические клетки, выделяют антитела, которые препятствуют проникновению вирусной частицы 
в здоровые клетки. Th2-Лимфоциты способствуют реализации гуморального ответа, обеспечивая второй сиг-
нал для В-клеток, в основном, за счёт секреции IL-4 и взаимодействия CD40/CD40L. Некоторые CD4+-клетки 
становятся фолликулярными хелперными клетками (Tfh), которые регулируют важные взаимодействия в гер-
минальных центрах, необходимые для созревания В-клеток памяти и долгоживущих высокоаффинных ан-
тителопродуцирующих плазматических клеток. Другой пул CD4+ Т-клеток дифференцируется в пул Т-хелпер-
ных клеток памяти (Tmem). Th1 играют важнейшую роль в формировании клеточного ответа. Они инициируют 
активацию MHC-I CD8+  цитотоксических Т-лимфоцитов  (Teff), одновременно взаимодействуя с  АПК. Активи-
рованные Teff вызывают апоптоз клеток, инфицированных вирусом SARS-CoV-2. Часть Teff дифференцируется 
в  цитотоксические Т-клетки памяти  (Tem), на которые возлагается роль быстрого восстановления клеточно-
го иммунного ответа при вторичных контактах с антигеном. Аналогичный механизм разрушения происхо-
дит при взаимодействии NK-клеток с инфицированной вирусом клеткой. Однако чрезмерная активация им-
мунных клеток ведёт к снижению количества лимфоцитов за счёт клеточной гибели, более того, лимфоциты 
часто демонстрируют фенотип истощения с экспрессией более высоких уровней маркеров истощения PD-1, 
Tim-3 или NKG2A. Сокращения: Акт – активация, ПС – передача сигнала, КоС – костимуляция, Экс – экспрессия
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Выброс хемокинов и цитокинов активирован-
ными макрофагами, моноцитами и гранулоцитами  
привлекает большое количество лимфоцитов в 
очаг воспаления, где вследствие взаимодействия 
Т-клеточного рецептора лимфоцитов с комплексом 
антиген/MHC-I/II запускается активация и проли-
ферация Т-лимфоцитов  (рис.  3). Одновременно с 
активацией лимфоцитов в очаге происходит их 
инфицирование. В  исследованиях in  vitro SARS-
CoV-2 предпочтительно инфицировал активиро-
ванные CD4+  Т-клетки  [43], в этих клетках были 
обнаружены вирусные геномные, субгеномные 
РНК, вирусные белки и вирионы. С помощью экс-
периментов по нокдауну АСЕ2 или блокаде S-бел-
ка авторы выяснили, что инфицирование проис-
ходило без участия S-белка/ACE2/TMPRSS2. Более 
того, инфицирование Т-клеток in vitro вызывало их 
апоптоз (возможная причина лимфопении у паци-
ентов), который, вероятно, был связан с активаци-
ей HIF-1α-зависимых путей в митохондриях. Также 
авторы полагают, что входной молекулой для SARS-
CoV-2 в лимфоцитах может служить белок LFA-1.

Анализ данных невакцинированных пациен-
тов показал, что CD8+ Т-клетки, полученные после 
бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ) пациентов с тя-
жёлой/критической инфекцией, были менее много-
численными, более пролиферативно активными и 
фенотипически гетерогенными, тогда как в БАЛ па-
циентов с заболеванием средней тяжести присут-
ствовала большая доля эффекторных CD8+ Т-клеток 
с тканевыми свойствами и высокой степенью экс-
пансии [33]. В то же время было обнаружено, что 
после вирусной инфекции в лёгких пациентов уве-
личивается количество CD4+ и CD8+ эффекторных и 
тканевых Т-клеток памяти (TRM), а также секреция 
провоспалительных цитокинов, таких как IFN-γ.

Особый интерес вызывает вопрос об анти-
генной специфичности адаптивного иммунного 
ответа. Предполагается, что ответ иммунной си-
стемы на SARS-CoV-2 гетерогенен. На  начальных 
этапах инфицирования клеток представление 
антигена реализуется через MHC-I. Сначала пре-
зентируются фрагменты неструктурных белков, 
которые первыми начинают синтезироваться в 
инфицированной клетке. Часть вирусных белков 
разрушается в протеасомах и попадает в эндо-
плазматический ретикулум/аппарат Гольджи, где 
связывается с новосинтезированными комплекса-
ми MHC-I. Представление антигенов комплексом 
MHC-II происходит после деградации вирусных 
белков в фагосомах и потому может содержать бо-
лее разнообразные фрагменты структурных и не-
структурных белков. В связи с этим в кровеносном 
русле могут циркулировать полиспецифичные 
Т-лимфоциты. Более того, характеристика анти-
ген-специфичных Т-клеток SARS-CoV-2 на перифе-
рии показала, что различные эпитопы поляризуют 

CD4+ Т-клетки по-разному: анти-S CD4+ Т-клетки в 
основном демонстрируют фенотип фолликуляр-
ного хелпера Tfh, тогда как поляризация Т-клеток,  
специфичных к мембранному (М) и нуклеокапсид-
ному (N) белкам коронавируса приводит к фор-
мированию фенотипа Th1/Th17  [44]. Полагают, что 
CD8+ Т-клетки, специфичные к М- и N-белкам, по-
лифункциональны, и это необходимо учитывать 
при создании антигенных вакцин [45]. Нужно от-
метить, что авторы исследования не выявили ис-
тощения активированных антиген-специфичных 
Т-клеток во время острой инфекции и дальнейше-
го выздоровления. В то же время при секвенирова-
нии РНК одиночных клеток пациентов показано, 
что у пациентов с тяжёлым течением КОВИД-19 
M198-206-специфичные CD8+  Т-клетки характеризу-
ются истощённым фенотипом и более низкой 
степенью дифференцировки по сравнению с па-
циентами со средней тяжестью заболевания [46]. 
Отсутствие ответа CD4+ Т-клеток часто ассоцииро-
вано с летальным исходом, что подчёркивает ре-
шающую роль этих клеток в контроле КОВИД-19. 
Повышение уровня PD-1 (белок программируемой 
клеточной смерти 1, англ. Programmed cell death 1) 
было обнаружено во всех CD4+ Т-клетках, за исклю-
чением наивных Т-клеток (рис. 3).

Цитотоксические CD8+  Т-клетки необходимы 
для очистки организма от вируса. Они уничто-
жают инфицированные клетки, представляющие 
вирусные антигены, при помощи MHC-I. CD4+ и 
CD8+  Т-клетки, специфичные к SARS-CoV-2, выяв-
ляются уже в первые несколько дней после по-
явления симптомов  [47]. Более высокая частота 
истощённых HLA-DR+CD38+CD8+ Т-клеток и нефунк-
циональных CD4+ наивных Т-клеток и Т-клеток 
памяти наблюдалась у пациентов с тяжёлым тече-
нием КОВИД-19 [48].

В работе Cheng et al. [49] встречается любопыт-
ное предположение о наличии суперантигенной 
последовательности в структуре S-белка. Фрагмент 
S-белка SARS-CoV-2 678-TNSPRRARSVASQ-690 струк-
турно сходен с фрагментом 150-TN-KKKATVQELD-161 
суперантигенного пептида SEB (staphylococcal en
terotoxins B). Пептид 674-QTQTNSPRRAR-685, кото-
рый содержит уникальный для SARS-CoV-2 мотив 
PRRA, может взаимодействовать с α- и β-цепями 
Т-клеточного рецептора, активируя Т-лимфоци
ты, минуя  АПК и вызывая мультисистемный 
воспалительный синдром, ассоциированный 
с КОВИД-19 (рис. 3 и 4).

ИЗБЕГАНИЕ ИММУННОГО ОТВЕТА

Известно, что SARS-CoV-2 обходит механизмы 
врождённой иммунной защиты и выработки про-
тивовирусных цитокинов различными путями. 
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Рис. 4. Схематическое представление развития гипервоспаления и синдрома высвобождения цитокинов 
при тяжёлой форме КОВИД-19. SARS-CoV-2 инфицирует эпителиальные и иммунные клетки, вызывая по-
вреждение тканей и высвобождение воспалительных цитокинов IL-1, IL-6, IL-12 и TNF-α. Вирусные антиге-
ны и воспалительные цитокины привлекают клетки врождённого иммунитета (моноциты, макрофаги, ней-
трофилы, дендритные и NK-клетки) в очаг воспаления и активируют клетки адаптивного иммунитета (CD4+ 
и  CD8+  T-клетки), вызывая миелопоэз и гранулопоэз, а также устойчивую продукцию избыточного количе-
ства циркулирующих цитокинов, что ещё больше усугубляет повреждение эпителия. Иммунопатологические 
проявления КОВИД-19 включают лимфопению, дисрегуляцию моноцитов и макрофагов, нейтрофилию, ADE, 
снижение или задержку IFN-I и развитие  СВЦ. Периферические моноциты демонстрируют сдвиг фенотипа 
с CD16+ на CD14+, а количество макрофагов, выделяемых в БАЛ, увеличивается в связи с их переходом из крови 
в лёгкие. Снижение интенсивности или задержка IFN-I затрудняет клиренс вируса и вызывает парадоксаль-
ное гиперинтенсивное воспаление, что приводит к ухудшению прогноза у пациентов с КОВИД-19. Избыточ-
ная продукция системных цитокинов вызывает активацию макрофагов и гемофагоцитарный лимфогистио-
цитоз, что приводит к анемии, а также вызывает нарушение сосудистого гемостаза, приводящее к синдрому 
капиллярной утечки, тромбозу и синдрому внутрисосудистого свёртывания крови. В  совокупности эти со-
бытия приводят к острому респираторному дистресс-синдрому, мультиорганной недостаточности и смерти 
(составлено по [61–63]). Сокращение: ОРДС – острый респираторный дистресс синдром

Белки вируса могут нарушать распознавание па-
тоген-ассоциированных молекулярных образов 
вирусной  РНК путём предотвращения передачи 
сигналов посредством TBK-1/ингибитора субъ-
единицы ε киназы транскрипционных факторов 
NF-κB (IKKε), TRAF3 и IRF3. Это предотвращает пере-
дачу сигналов рецептора интерферона через STAT1 
и способствует деградации мРНК  хозяина, инги-
бируя трансляцию белка. Подавление интерферо-
нового ответа способствует репликации вируса, 
пироптозу клетки-хозяина и усилению воспали-
тельного ответа [50].

Вирусный белок ORF8 способен снижать пре-
зентацию антигенов МНС-I, напрямую взаимо-

действуя с этой молекулой  [51] и стимулируя её 
лизосомальную деградацию за счёт активации 
Beclin 1-опосредованной аутофагии  [52]. Белки 
ORF7a и ORF3a снижают уровень экспрессии 
МНС-I на поверхности клеток, причём ORF7a свя-
зывается с тяжёлой цепью МНС-I, мимикрируя под 
β2-микроглобулин [53]. Белки ORF3b, ORF6, ORF7a 
и ORF8 SARS-CoV-2 являются мощными антагони-
стами интерферона  [54], а ORF6 подавляет IFN-γ-
опосредованную сигнализацию STAT1/IRF1/NLRC5 
(или IFN-II) и, как следствие, транскрипцию и экс-
прессию МНС-I [55]. В результате инфицированные 
клетки становятся менее чувствительными к ли-
зису цитотоксическими Т-лимфоцитами, позволяя 
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SARS-CoV-2 избегать иммунного ответа. ORF3a взаи-
модействует с иммунной системой хозяина, акти-
вируя экспрессию гена про-IL-1β и секрецию IL-1β, 
тем самым активируя сигнальные пути NF-κB 
и NLRP3 инфламмасомы и способствуя разви- 
тию СВЦ [56].

Эндонуклеаза Nsp15 расщепляет 5′-полиуриди-
новую РНК (PUN RNA) – они стимулируют мощный 
MDA5-зависимый интерфероновый ответ, а удале-
ние полиуридинового участка РНК гасит этот от-
вет [57]. Nsp15 вовлечён в уклонение от врождён-
ного иммунитета, возможно, путём укорачивания 
полиуридиновых участков, которые присутствуют 
на 5′-конце вирусных (–)РНК. SARS-CoV-2 влияет на 
убиквитинирование и деградацию сенсоров РНК 
RIG-I и MDA5. Происходит подавление активации 
митохондриального антивирусного сигнального 
белка MAVS, который необходим для стимуляции и 
ядерной транслокации IRF3 в ответ на активацию 
сенсора цитоплазматической РНК [58]. SARS-CoV-2 
эффективно ингибируют интерфероновый ответ, 
подавляя активацию факторов, ассоциированных 
с рецептором TNF-α – TRAF3 и TRAF6, тем самым 
ограничивая стимуляцию факторов транскрипции 
NF-κB, IRF3, IRF7, что приводит к снижению секре-
ции провоспалительных эффекторных цитокинов 
IL-1, IL-6 и TNF-α. Кроме того, SARS-CoV-2 в ответ 
на активацию рецепторов IFN-α может ингибиро-
вать их сигнальный каскад через ингибирование 
фосфорилирования транскрипционных факторов. 
Ингибирование передачи сигналов IFN-α подав-
ляет противовирусный ответ, в то время как уве-
личение экспрессии IL-1, IL-6 и TNF-α усиливает 
воспаление и выработку цитокинов посредством 
положительной обратной связи.

В целом, подавление механизмов врождённо-
го иммунитета в инфицированных эпителиоци-
тах, моноцитах и макрофагах позволяет SARS-CoV-2 
размножаться, не запуская механизмы адаптивно-
го противовирусного ответа [30, 59]. Размножение 
вирусов приводит к гибели множества клеток и 
локальному воспалению с высвобождением про-
воспалительных цитокинов и хемокинов, таких 
как IL-6, IFN-γ, моноцитарный хемоаттрактантный 
белок-1 (MCP-1), IL-2, IL-7, IL-10, гранулоцитарно-
макрофагальный колониестимулирующий фактор 
(GM-CSF), IP-10, макрофагальный воспалительный 
белок 1α (MIP1-α) и TNF-α. Эти цитокины вызывают 
поляризационный ответ Т-хелперов типа 1, при-
влекая клетки адаптивного иммунного ответа, в 
частности, CD14+/CD16+ воспалительные моноциты 
и Т-лимфоциты. Вирусы могут обходить данные ме-
ханизмы путём индукции апоптоза T-клеток [43].

Пул лимфоцитов также может быть исто-
щён вследствие экспрессии провоспалительных 
цитокинов клетками врождённого иммунитета, 
которые проникают в лёгкие и запускают гипер-

воспаление и  СВЦ  (рис.  4). Неконтролируемая 
воспалительная клеточная инфильтрация может 
приводить к повреждению лёгких из-за высво-
бождения протеаз, активных форм кислорода и 
TNF-α, вызывая септический шок и полиорганную 
недостаточность [29]. СВЦ сопровождается значи-
тельными системными нарушениями и гибелью 
клеток вследствие ПАНоптоза. Продукция и высво-
бождение TNF-α и IFN-γ активирует белки  CARD, 
ключевые белки ПАНоптосомы; блокада TNF-α- и 
IFN-γ-опосредованного запуска ПАНоптоза пред-
отвращает развитие «цитокинового шторма», лим-
фогистиоцитоза и септического шока у мышей при 
инфицировании SARS-CoV-2 [60].

ВЛИЯНИЕ МУТАЦИЙ  
НА ВИРУЛЕНТНОСТЬ ВИРУСА

Контагиозность, трансмиссивность, вирулент-
ность  – все эти свойства определяются набором 
вирусных белков, закодированных в единствен-
ной молекуле геномной РНК. Варианты SARS-CoV-2 
имеют разную способность к инфицированию кле-
ток или слиянию с мембраной эукариотической 
клетки. Сродство к  ACE2 варьирует у различных 
вариантов вируса SARS-CoV-2. В одной из первых 
работ по SARS-CoV-2 было показано, что при одно-
кратном инфицировании клеток линии HEK293T, 
стабильно экспрессирующих  АСЕ2, наибольшей 
способностью к инфицированию обладает вирус с 
мутацией D614G по сравнению с исходным Ухань-
ским вариантом [64, 65]. Варианты вируса с допол-
нительной заменой N501W/Y (Альфа, B.1.1.7) имели 
ещё более высокое сродство S-белка к рецептору 
ACE2 [66]. Во время репликации в организме чело-
века/животного вирус приобретает новые мута-
ции, и это чаще всего происходит при ослабленном 
иммунитете, поскольку в таких условиях вирус 
может существовать в организме достаточно дли-
тельное время. Варианты вируса, возникающие 
внутри одного организма, обозначают как  iSNVs  
(англ. intrahost single nucleotide variants) [67]. Были 
определены нуклеотидные последовательности 
1313  образцов, при анализе которых было обна-
ружено, что при низкой вирусной нагрузке выяв-
ляется большее количество  iSNVs. Наибольшая 
вариабельность была показана в участках, кодиру-
ющих белки ORF (3a, 7a, и 8) и N-белок. Сравнение 
в динамике (6 дней разницы) показало возникно-
вение и потерю iSNVs. За небольшим исключением 
образцы с высокой вирусной нагрузкой показали 
ограниченное разнообразие  iSNVs. Как полагают 
авторы данного исследования, при трансмиссии 
вируса большинство вариантов теряется либо 
фиксируются в момент передачи. Другими сло-
вами, мутации возникают, но только небольшое  
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Рис. 5. Аминокислотные замены в шиповом белке SARS-CoV-2, влияющие на трансмиссивность вируса и спо-
собность уходить от иммунного ответа. (Ссылки на данные приведены в тексте)

их количество передаётся другому индивиду  – 
правило бутылочного горлышка в эволюции. 
Большее количество вариантов будет возникать 
при низкой вирусной нагрузке и длительной пер-
систенции вируса внутри одного организма, что 
подтверждается данными при инфицировании 
хронически больных людей или пациентов с им-
мунодефицитами [68–70].

Были проанализированы выявленные в раз-
личных вариантах вируса и потенциально воз-
можные мутации S-белка  (рис. 5). Показано, что 
замена T478I может повысить сродство S-белка к 
рецептору  ACE2 человека и вероятность взаимо-
действия с рецептором ACE2 домашних животных 
(кур, кроликов, грызунов)  [71]. Cродство шипово-
го белка к  ACE2 также повышают замены V354F, 
V470A [72], T478K и L452R [15] и Q498Y [73]; трой-
ная замена (T478K, Q493K и Q498R), выявленная в 
варианте Омикрон, усиливает электростатическое 
взаимодействие между шиповым белком и рецеп-
тором ACE2  [74]. В  то же время показано, что по 
способности к слиянию с мембраной, в целом, 
наиболее эффективны варианты Альфа, Гамма и 
Дельта, тогда как Омикрон сопоставим с исход-
ным вариантом вируса [75]. Вирус варианта Оми-
крон  (B.1.1.529) входит в клетки за счёт связыва-
ния с рецептором АСЕ2, но при этом независимо от 
мембранной протеазы TMPRSS2. Как показывают 
исследования на животных моделях, он в большей 
степени оседает в верхних отделах дыхательных 
путей, где происходит его репликация и наработка 

вирусных частиц [76]. Возможно, это отчасти объ-
ясняет его высокую трансмиссивность (практиче-
ски равную трансмиссивности кори), когда вирус 
воспроизводится в верхних дыхательных путях, 
откуда затем легко выделяется.

Замена E484K приводит к тому, что S-белок не 
распознаётся антителами к рецептор-связываю-
щему  (RBD) и N-терминальному  (NTD) доменам. 
Так, B.1.351 (Бета) вариант вируса стал в 9 раз бо-
лее устойчивым к нейтрализации конвалесцент-
ной сывороткой и в 10–12 раз более устойчивым 
к нейтрализации сывороткой вакцинированных 
доноров [77]. Мутация S477N вызывает повышение 
сродства S-белка к рецептору АСЕ2 и приводит к 
повышению вирусной инфекционности  [78, 79]. 
Мутационные изменения в NTD- и RBD-доменах 
S-белка вируса варианта Гамма  (P.1) позволили 
ему уклониться от иммунного ответа, вызванного 
предшествующей естественной инфекцией и вак-
цинной защитой. Основными заменами в этом 
варианте являются E484K и K417T, которые могут 
привести к неэффективности вакцины и высокой 
вероятности повторного заражения.

Первые три волны эпидемии SARS-CoV-2, об-
условленные вариантами Альфа, Бета и  Дельта, 
сопровождались высокими показателями смерт-
ности. Когда появился Омикрон, несмотря на его 
высокую трансмиссивность и контагиозность, 
количество смертельных исходов пошло на 
убыль. По способности к инфицированию, репли-
кации внутри клеток, способности к слиянию  
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с клеточной мембраной Омикрон уступает вари-
анту Дельта [80]. Как полагают многие исследова-
тели, эволюция вируса направлена на селекцию 
такого варианта, который стремится к пораже-
нию наибольшего количества носителей, но при 
этом не вызывает их гибель. В варианте Омикрон 
«зафиксированы» все мутации, повышающие аф-
финность S-белка, произошедшие в более ранних 
вариантах SARS-CoV-2, и теперь эволюция вируса 
идёт в направлении приобретения мутаций, спо-
собствующих уходу от антител и ослаблению 
(буферизации) аффинности; дальнейшую эво-
люцию вируса могут запустить эпистатические 
мутации, например, замены в положениях  501,   
493, 453 и 455 [81].

Благодаря заменам S371F, D405N и R408S вари-
анты вируса Омикрон  BA.2/BA.4/BA.5 приобрели 
способность избегать воздействия нейтрализую-
щих антител, возникших против предыдущего 
варианта Омикрон ВА.1 [82]. Антитела высокочув-
ствительны к заменам N501, N440, K417 и  Е484. 
Garcia-Beltran  et al. [83] провели исследования по 
оценке нейтрализующего потенциала против 
псевдовирусов 10 наиболее циркулирующих вари-
антов SARS-CoV-2 у добровольцев, получивших вак-
цину BNT162b2 или mRNA-1273. Как выяснилось, 
псевдовирусы, которые несли мутации K417N/T, 
E484K и N501Y, были наиболее устойчивыми к ней-
трализующим антителам.

Из протестированных вариантов Омикрон 
(ВА.5) штаммы BQ.1.1.10, BA.4.6.3, XBB и CH.1.1 яв-
ляются наиболее уклоняющимися от антител, на-
много превосходящими BA.5 и приближающимися 
к уровню SARS-CoV  [84]. Штаммы варианта Оми-
крон BA.2.3.20, BA.2.75.2, CA.1, BR.2, BN.1, BM.1.1.1, 
BU.1, BQ.1.1 и  XBB показывают преимущество в 
скорости роста по сравнению с ВА.5. Тем не менее, 
несмотря на их расходящиеся эволюционные пути, 
мутации в RBD сходятся в нескольких ключевых 
точках, включая аминокислоты в положениях 
R346, K356, K444, L452, N460K, F486, F490 и  R493. 
Замены K444N/T и  K417N/T проявляют прибли-
зительно одинаковую способность избегать ней-
трализующее действие антител, в то время как 
замена R493Q влияет на связывание с рецептором 
АСЕ2 [84]. Эти данные указывают на потенциаль-
ную возможность возникновения штамма, способ-
ного уходить от действия нейтрализующих анти-
тел при сохранении способности связывать АСЕ2. 
Поскольку до сих пор остаётся открытым вопрос 
о вероятности возникновения опасных вариантов/
штаммов вируса SARS-CoV-2, то исследователи пы-
таются предсказать такие риски; так, предсказан-
ные псевдовирусы предвосхитили появившиеся 
позднее варианты/штаммы [84].

В связи с уклонением новых подвариантов 
Омикрона от действия нейтрализующих антител 

исследователи и фармакологические компании 
направили свои усилия на разработку новых вак-
цин, в том числе двухвалентных адаптирован-
ных вакцин к ВА.4/ВА.5 подвариантам Омикрона, 
например, мРНК-вакцина COMIRNATY® от Pfizer-
BioNTech, или к другим вариантам Омикрона. При 
этом остаётся несколько актуальных вопросов: 
нужна ли ревакцинация исходными вакцинами 
и как иммунная система реализует свой ответ на 
новые варианты/вакцины – «привлечёт новых сол-
дат или переобучит старых»? То есть преодолеет 
ли иммунная система импринтинг и возникнут 
новые В-клетки памяти, специфичные к новым 
антигенам, или произойдёт модификация суще-
ствующих антител. Известный феномен иммунно-
го импринтинга заключается в том, что иммунная 
система «фиксируется» на первой версии анти-
гена, с которой она сталкивается, независимо от 
последующих атак другими вариантами патогена. 
В работе Kaku et al. [85] показано, что ревакцина-
ция или бустерная вакцинация мРНК-вакцинами 
вызывает минимальную активацию de novo Оми-
крон-специфического ответа, вместо этого запуска-
ет созревание сродства уже существующих кросс-
реактивных В-клеток памяти (affinity maturation of 
pre-existing cross-reactive memory B cells). В то же 
время другими исследователями обнаружено, что 
вакцины против вариантов Омикрон вызывали 
появление моноклональных антител против S-бел-
ка вируса с новыми эпитопами, что, как полагают 
авторы, говорит об активации наивных В-кле-
ток [86]. Считается, что воздействие гетерологич-
ных вариантов SARS-CoV-2 стимулирует эволюцию 
В-клеток памяти и предполагает, что конвергент-
ные реакции нейтрализующих антител продол-
жают формировать эволюцию вируса, т.е.  идёт 
двусторонняя эволюция: антител и вируса. Непо-
средственно после инфекции идёт развитие ответа 
В-клеток памяти (их количества и силы ответа), 
тогда как гуморальный ответ продолжает разви-
ваться даже после разрешения инфекции, приводя 
к повышению специфичности антител [58].

ВЛИЯНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ  
НА ТЕЧЕНИЕ КОВИД-19

Течение КОВИД-19 значительно варьирует: от 
бессимптомных заболеваний до летальной пнев-
монии. Известно, что чаще в тяжёлой форме это 
заболевание переносят пожилые люди, люди с 
ослабленным иммунитетом и с уже имеющимися 
патологиями. Однако были зафиксированы редкие 
случаи, когда у ранее не имевших жалоб на здо-
ровье и не пожилых людей развивался КОВИД-19 
в тяжёлой форме, что позволило сделать предпо-
ложение о наличии врождённых особенностей 
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Полиморфизмы генов человека, влияющие на инфицирование SARS-CoV-2 и тяжесть течения КОВИД-19

Ген Эффект Ссылка

SLC6A20 низкий риск заражения, бессимптомное или лёгкое течение у носителей  
генотипа CT (rs139940581) [88]

TMPRSS2 носители генотипа AA (rs12329760) чаще болели бессимптомно  
или КОВИД-19 средней тяжести [88]

IFNAR2 высокий риск заражения у носителей генотипа TC (rs2229207) и аллели T 
(rs17860118) [88]

ADAM17 у носителей rs4622692 (генотип TG) и rs1048610 (генотип TC) чаще наблюдается  
КОВИД-19 средней тяжести [88]

IFNAR2 высокие риски госпитализации (rs13050728) и интенсивной терапии (rs2236757, 
rs17860115) [87, 88]

SLC6A20 среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs73062389) [88]

FOXP4 среднее и тяжёлое течение с необходимостью госпитализации (rs1886814) [87]

ABO среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs912805253/rs529565) [87]

SFTPD среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs721917) [87]

ELF5 среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs766826) [87, 89]

FBRSL1 тяжёлое, критическое течение КОВИД-19 (rs12809318) [87, 90, 91]

DPP9 среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs2109069); вариант ассоциирован  
с идиопатическим пульмонарным фиброзом [87, 92]

DPP9 тяжёлое течение, фатальный исход (rs2277735, генотип AG); высокий риск  
необходимости интенсивной терапии (rs12610495) [88]

TMPRSS2 среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs3787946) [87, 93, 94]

MUC5B 
наличие полиморфизма rs35705950 (аллель Т) является фактором риска  
развития лёгочного фиброза, но вместе с тем снижает риск развития  
тяжёлого КОВИД-19 и госпитализации

[87, 95]

TYK2
rs2304255 (генотип CT) – тяжёлое течение, фатальный исход; высокий риск  
необходимости кардиоваскулярного мониторинга и интенсивной терапии 
(rs34536443), показана связь с развитием аутоиммунных заболеваний

[87, 88]

FBRSL1
высокий риск госпитализации и смерти вследствие КОВИД-19 (rs12809318);  
высокий риск необходимости кардиоваскулярного мониторинга  
и интенсивной терапии (rs56106917)

[87]

ABO среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs657152) [87]

HLA-G высокий риск необходимости кардиоваскулярного мониторинга  
и интенсивной терапии (rs9380142) [87]

CCHCR1 высокий риск необходимости кардиоваскулярного мониторинга  
и интенсивной терапии (rs143334143) [87]

NOTCH4 среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs3131294) [87]

EFNA4 среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs114301457) [87]

BCL11A среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs1123573) [87]

SLC6A20 среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs2271616) [87]

ELF5 среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs61882275) [87]

IL10RB среднее и тяжёлое течение КОВИД-19 (rs8178521) [87]
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иммунной системы, влияющих на инфицирование 
SARS-CoV-2 и тяжесть течения заболевания. В обзо-
ре Van der Made et al. [87] приведены данные ана-
лиза нескольких проектов по полногеномному 
секвенированию 50 000 пациентов, перенёсших 
КОВИД-19. Наиболее критичными в определении 
тяжести течения заболевания оказались полимор-
физмы в генах IFNAR1 и IFNAR2, поскольку ранний 
выброс IFN-α запускает мощный противовирусный 
ответ (таблица).

Ответ на вопрос о причине индивидуальных 
особенностей течения КОВИД-19 искали также в 
изменении метилирования генов в клетках кро-
ви. Достоверные изменения были выявлены всего 
в нескольких генах: FBXO16, PSD3, RAE1, NIPAL2, 
SHANK2 и PGM1, все они играют важную роль в 
развитии иммунного ответа [96].

Любопытно, что у носителей первой груп-
пы крови реже развивалось тяжёлое течение 
КОВИД-19 [88, 97]. Возможно, эта связь имеет под 
собой молекулярное обоснование, поскольку из-
вестно, что группы крови также влияют на фак-
торы тромбообразования и адгезии [98]. Как пока-
зали исследования, носители группы крови А(II) 
имеют более высокий риск заражения, поскольку 
вирус SARS-CoV-2 преимущественно инфицировал 
клетки, экспрессирующие гликопротеины – анти-
гены второй группы крови [99]. По предположению 
авторов, механизм заключается в том, что рецеп-
тор-связывающий домен S-белка имеет высокую 
гомологию с галектинами и схожий с ними про-
филь связывания гликанов. Вполне закономерно, 
что тяжело протекает КОВИД-19 у лиц, имеющих 
врождённые мутации в системе регуляции имму-
нитета, например, при нарушениях в сигнальных 
путях TLR3 и IRF7 (гены IRF7, IFNAR1, IFNAR2, TLR3, 
TICAM1, TBK1, IRF3 и UNC93B1), приводящие к по-
тере функциональности и нарушению иммунного 
ответа IFN-I.

Структурные особенности ACE2 также играют 
роль в инфицировании вирусом SARS-CoV-2. Были 
обнаружены варианты рецептора ACE2, не свя-
зывающие S-белок (D355N), варианты с низкой 
аффинностью к S-белку (E35K, E37K, Y50F, N51S, 
M62V, F72V, G352V, D355N и  P389H) и варианты, 
имеющие повышенное сродство к S-белку (S19P, 
I21V, E23K, K26R, N64K, T92I, Q102P, D206G, G211R, 
R219C, E329G, H378R, V447F, I468V, A501T, H505R, 
Y515C и N720D) [100–102]. Эти и другие варианты 
вносят вклад в индивидуальные особенности тече-
ния КОВИД-19.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современный уровень технического разви-
тия позволил человечеству внимательно присмо-

треться к возбудителю пандемии КОВИД-19, вирусу 
SARS-CoV-2, чтобы понять его биологию и взаимо-
действие с организмом-хозяином. При помощи 
полногеномного секвенирования, модельных ис-
следований на изолированных клетках и живот-
ных получены огромные массивы данных, позво-
лившие оценить вклад мутаций вирусных белков 
в способность вируса к инфицированию клеток. 
Все эти данные показали, что вирус достаточно бы-
стро и много мутирует, однако не все его мутации 
закрепляются в популяции. Иммунная система че-
ловека формирует иммунитет к возбудителю, важ-
ными особенностями которого являются гетероген-
ность и кросс-реактивность. В то же время вирус 
стремится избежать действия нейтрализующих ан-
тител и «усилить» или варьировать свои способы 
прикрепления и проникновения в клетки. На при-
мере вируса SARS-CoV-2 мы видим, что в вирусный 
геном могут встраиваться относительно большие 
нуклеотидные фрагменты, которые кодируют функ-
циональные домены (например, полиосновный 
сайт расщепления протеазами) и придают вирусу 
новые свойства. Условиями возникновения таких 
модификаций могут быть длительная персистен-
ция вирусов в организме, коинфекции и ослаблен-
ная иммунная система – всё это повышает риски 
возникновения новых рекомбинантных штаммов 
с повышенной вирулентностью. Остаётся надежда, 
что приобретённые знания о функционировании 
вируса SARS-CoV-2 помогут исследователям в раз-
работке методов профилактики и лечения заболе-
ваний, вызванных респираторными вирусами.
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According to WHO data, about 800 million of the world population had contracted a coronavirus infection 
caused by SARS-CoV-2 by mid-2023. The properties of this virus allowed it to circulate in the human 
population for a long time, evolving defense mechanisms against the host immune system. The severity 
of the disease depends largely on the degree of activation of the systemic immune response, including 
overstimulation of macrophages and monocytes, cytokine production, and triggering of adaptive 
T- and  B-cell responses while SARS-CoV-2 evading from the immune system action. In the review we 
discussed the immune responses triggered in response to SARS-CoV-2 virus entry into the cell and the 
malfunctions of the immune system leading to the development of severe disease.
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ВВЕДЕНИЕ

У диплоидных организмов по половине гене-
тического материала получено от каждого из ро-
дителей, что приводит к экспрессии генов как с 
материнского, так и с отцовского аллелей. Однако 
у растений, сумчатых, плацентарных млекопита-
ющих и у некоторых насекомых есть пул генов, 
которые в зависимости от стадии развития, типа 
ткани экспрессируются только с материнского или 
отцовского аллеля. Такое явление получило назва-
ние геномного импринтинга. По своей сути, геном-
ный импринтинг представляет собой эпигенетиче-
скую регуляцию экспрессии генов, приводящую к 
их транскрипции в зависимости от родительского 
происхождения аллеля. У  растений геномный 
импринтинг характерен для ткани эндосперма, 
у насекомых – вовлечен в элиминацию отцовской 
X-хромосомы [1, 2]. У млекопитающих геномный 
импринтинг является необходимым для нормаль-

ного развития эмбриона, плаценты, регуляции ме-
таболизма, функционирования нервной системы. 
У амфибий, пресмыкающихся геномный имприн-
тинг не обнаружен, за исключением одного гена 
у лягушки (рис. 1).

Существует несколько теорий возникновения 
и эволюции импринтинга: теория коадаптации 
матери и потомства, теория родства и теория по-
лового антагонизма [3]. Эти теории основаны на 
разных гипотезах, но каждая из теорий рассматри-
вает геномный импринтинг как процесс отбора 
в пользу одного из аллелей за счет селективной 
асимметрии между отцовским и материнским 
аллелями. Появление геномного импринтинга 
у млекопитающих в первую очередь связывают с 
развитием плаценты и возникновением конфлик-
та между матерью и эмбрионом: матери важно 
сохранить возможность воспроизводить потом-
ство в дальнейшем, а отец заинтересован в том, 
чтобы эмбрион получил как можно больше мате-
ринских ресурсов, не учитывая возможность по-
явления нового потомства. Эта гипотеза подтвер-
ждается тем фактом, что геномный импринтинг 
широко представлен в органах, отвечающих за 
питание и рост эмбриона. Так, в плаценте было 
найдено множество импринтированных факто-
ров (Igf2, H19, Cdkn1c, Slc22a2, Slc22a3, Slc38a4),  
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Рис. 1. Распространенность импринтинга среди различных групп позвоночных

участвующих в регуляции роста и питании эм-
бриона. Например, ген Igf2 в плаценте подвергает-
ся материнскому импринтингу. Igf2 является поло-
жительным регулятором роста эмбриона, влияя на 
доставку питательных веществ через плаценту [4]. 
Неудивительно, что мутации в импринтирован-
ных генах, неправильная их регуляция приводят к 
разнообразным нарушениям и патогенетическим 
состояниям при развитии организма  [5]. У  чело-
века нарушение моноаллельной экспрессии генов 
приводит к гибели плода [6] или же проявляется 
в виде различных синдромов, например, синдро-
мы Видемана–Беквита (H19, IGF2, KCNQ1OT1), Рас-
села–Сильвера (H19, IGF2, KCNQ1OT1), Ангельмана 
(Ube3a), Прадера–Вилли (кластер 15q11-13) и др [7]. 
Одними из первых были открыты два синдрома: 
Ангельмана и Прадера–Вилли, которые представ-
ляют собой яркие примеры влияния мутаций и де-
леций, локализованных в одном и том же локусе, 
но расположенных на разных родительских алле-
лях. Синдромы Ангельмана и Прадера–Вилли свя-
заны с нарушениями в локусе 15q11-13 – мутацией 
или потерей гена  Ube3a, или продолжительной 
делеции соответственно. В  зависимости от того, 
структура какого аллеля в локусе 15q11-13 (мате-
ринского или отцовского) была нарушена, разли-
чаются и клинические проявления [7].

Неожиданный эффект был получен при нару-
шении отцовского импринтинга локусов Igf2/H19 и 
Dlk1/Meg3, а также при удалении импринтирован-
ного гена RasGrf1: у мышей наблюдалось уменьше-
ние размера импринтированных локусов наряду 
с увеличением продолжительности жизни  [8,  9]. 
Более того, нарушение импринтинга в локусах 
Igf2/H19 и Dlk1/Meg3 позволяет получить мышей с 
двумя материнскими геномами. То есть импринти-
рованные гены являются регуляторами двуполого 
размножения [10, 9]. На данный момент времени 
наиболее полно изучен геномный импринтинг у 
человека и мыши. Обнаружено около 200 белок-
кодирующих импринтированных генов в этих ор-
ганизмах. Наибольшее отличие в импринтирован-
ных генах между человеком и мышью наблюдается 
в плаценте, что говорит о важном вкладе эволю-
ции в установление геномного импринтинга [11]. 
Помимо плаценты, геномный импринтинг затраги-
вает различные ткани и органы как эмбриона, так 
и взрослого организма. Так, исследование имприн-
тированных генов в мозге показало, что геном-
ный импринтинг является одним из регуляторов, 
влияющих на выживание и судьбу определенных 
популяций нейрональных клеток [12, 13].

Современные возможности полногеномного 
секвенирования позволили выявить интересную  
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особенность геномного импринтинга. Если ранее 
геномный импринтинг рассматривался как при-
мер моноаллельной экспрессии, характерной для 
конкретной ткани, органа, то теперь появляются 
исследования, показывающие, что статус имприн-
тированных генов в мозге может меняться при эм-
бриогенезе, онтогенезе, в ходе обучения [12, 14, 15]. 
Также были детектированы гены со сдвигом в би-
аллельной транскрипции в зависимости от проис-
хождения родительской хромосомы, для которых 
сдвиг транскрипции соответствовал определенной 
стадии развития и локализации нейрональных 
клеток. Такие гены в большинстве своем являлись 
белок-кодирующими [14, 15]. Это позволяет гово-
рить о сдвиге биаллельной транскрипции как о 
регуляторе уровня транскриптов в процессе онто-
генеза и обучения.

Параллельно с исследованиями геномного им-
принтинга были обнаружены гены с моноаллель-
ной экспрессией, которая не зависела от родитель-
ской принадлежности аллеля и была характерна 
для клеток иммунной и хемосенсорной систем. 
Позже появились данные о большом количестве 
генов со случайным сдвигом биаллельной тран-
скрипции. Так, в клетках печени и фибробластах 
мыши дисбаланс транскрипции с двух аллелей 
затрагивает 10–20% экспрессирующихся генов [16].

Данные о гибкости регуляции импринтинга, 
существование различных видов инактивации: 
случайной или зависимой от родительского про-
исхождения хромосом, позволяют утверждать, что 
геномный импринтинг, моноаллельная экспрессия 
и сдвиг биаллельной транскрипции являются рас-
пространенными механизмами для регуляции эм-
бриогенеза, и в первую очередь нервной и иммун-
ной систем.

В данном обзоре мы рассмотрим факторы, 
участвующие в установлении и поддержании ге-
номного импринтинга, а также случайной моно-
аллельной транскрипции, и попытаемся ответить 
на вопрос, есть ли что-то общее в механизмах слу-
чайной моноаллельной экспрессии и эпигенети-
ческой регуляции геномного импринтинга. Также 
нами будут рассмотрены трудности, которые воз-
никают при анализе моноаллельной экспрессии.

РЕГУЛЯЦИЯ ГЕНОМНОГО ИМПРИНТИНГА

Насекомые. У насекомых импринтингу под-
вергаются целые хромосомы. Так, у сциарид (се-
мейство двукрылых насекомых) зиготы содержат 
две отцовские X-хромосомы и одну материнскую 
X-хромосому. Пол эмбриона определяется по ко-
личеству элиминированных отцовских X-хромо-
сом в соматических клетках. У  особей женского 
пола элиминируется одна отцовская X-хромосома, 

у особей мужского пола – две отцовские X-хромо-
сомы. При сперматогенезе у особей мужского 
пола наблюдается полная потеря всех отцовских 
X-хромосом  [17]. Предполагается, что регуляция 
элиминации хромосом координируется модифи-
кациями гистонов: для материнских X-хромосом 
характерен высокий уровень ацетилирования 
гистонов H3 и Н4 [18, 19].

Растения. У  растений импринтированные 
гены редко формируют большие кластеры, чаще 
всего импринтингу подвергаются отдельные 
гены  [20,  21]. Основным механизмом регуляции 
импринтинга у растений является метилирова-
ние ДНК [22]. У покрытосеменных растений про-
исходит двойное оплодотворение, один спермий 
оплодотворяет яйцеклетку и образуется дипло-
идная зигота, другой спермий сливается с цен-
тральной клеткой, образуя клетку эндосперма с 
тройным набором хромосом. Эндосперм осущест-
вляет транспорт питательных веществ в зародыш. 
До оплодотворения в центральной клетке и яйце-
клетке происходит снижение экспрессии под-
держивающей ДНК-метилтрансферазы MET1, что 
приводит к появлению полуметилированной ДНК. 
Снижение экспрессии MET1 в центральной клет-
ке и яйцеклетке обусловлено формированием в 
промоторной области MET1 комплекса белка RBR 
(retinablastoma related) и MSI1 (multicopy suppressor 
of IRA1), относящегося к группе Polycomb-белков. 
В  центральной клетке, в отличие от яйцеклет-
ки, активно экспрессируется ДНК-гликозилаза 
Demeter (DME), субстратом для связывания которой 
является полуметилированная ДНК. Это приводит к 
деметилированию обоих аллелей импринтирован-
ных генов в центральной клетке. В то время как в 
яйцеклетке метилирование восстанавливается бла-
годаря активности de novo ДНК-метилтрансферазы 
DRM1 [22–24]. Таким образом, после оплодотворе-
ния в триплоидной клетке эндосперма два мате-
ринских аллеля активны и неметилированы, в то 
время как отцовский аллель импринтированных 
генов метилирован. В клетках зиготы и материн-
ский, и отцовский аллели метилированы (рис. 2).

Млекопитающие. В отличие от насекомых и 
растений, большинство импринтируемых генов 
млекопитающих локализуются в кластерах, со-
держащих от  3 до  12  генов и имеющих общий 
регуляторный центр, называемый районом, кон-
тролирующим импринтинг (ICR). При этом в им-
принтированных кластерах могут присутствовать 
и неимпринтированные гены, т.е. экспрессирую-
щиеся с обоих аллелей [25]. Длина одного и того 
же импринтированного кластера может меняться 
в зависимости от типа клеток. Особенно четко 
разница в размере импринтированных локусов 
просматривается между плацентой и эмбрионом/
взрослым организмом. Так, размер импринтиро-
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Рис. 2. Общий механизм импринтинга генов покрытосеменных растений. 3N – триплоидный геном; 2N – ди-
плоидный геном; 1N  –  гаплоидный геном; DME  –  гликозилаза Demeter; MET1  –  ДНК-метилтрансфераза; 
DRM1 – de novo ДНК-метилтрансфераза; черные закрашенные круги – метилирование ДНК

ванного кластера Igf2r составляет 120 тысяч пар 
нуклеотидов (т.п.н.) в тканях эмбриона и у взрос-
лого организма, в то время как в плаценте размер 
этого локуса достигает 10 млн п.н. [26].

Важно отметить, что большинство импринти-
рованных генов млекопитающих являются генами 
некодирующих РНК (нкРНК) [27]. Среди известных 
110 импринтированных кластеров было детекти-
ровано около 4000  генов разнообразных нкРНК, 
большую часть которых составляют piРНК  (РНК, 
образующая комплекс с белками семейства Piwi), 
в то время как количество импринтированных 
генов, кодирующих белки, у мыши и человека  – 
около  200  [27]. Импринтированные нкРНК чаще 
выполняют нетипичную для себя функцию. Так, 
snoРНК (малые ядрышковые РНК) обычно участ-
вуют в процессировании рРНК и ее модификации, 
однако импринтированная snoРНК H/MBII-52 регу-
лирует сплайсинг 5htr2c (серотонинового рецеп-
тора 2С) [28]. Отметим, что многие белок-кодирую-
щие импринтированные гены были найдены и в 
организмах, в которых отсутствует импринтинг, в 
то время как последовательности импринтирован-
ных генов нкРНК характерны только для организ-
мов с геномным импринтингом [29] (рис. 1).

Эпигенетические модификации (метилиро-
вание ДНК или модификации гистонов) последо-
вательностей ICR, являющихся ключевым регу-
лятором импринтированных генов, зависят от 
родительского происхождения аллеля. Они уста-
навливаются на ICR в гаметах и после образования 
зиготы избегают волны деметилирования, которая 
затрагивает весь геном в предимплантационном 
периоде. Удаление модификаций в этих областях 
в дальнейшем происходит только в клетках гонад 

эмбрионов до определения их пола. При развитии 
эмбриона в особь одного или другого пола гонады 
организма дифференцируются в семенники или 
яичники, которые производят гаплоидные поло-
вые клетки, приобретающие соответствующий 
паттерн геномного импринтинга. Дифференциаль-
но метилированные участки зародышевого проис-
хождения (gDMR) или первичные DMR – это участ-
ки ДНК, расположенные в  ICR, метилирование 
которых осуществляется и поддерживается при 
помощи ДНК-метилтрансфераз в половых клетках 
гонад эмбриона и сохраняется только на одной 
родительской хромосоме в диплоидных клетках 
после оплодотворения. Например, кластер Igf2/
H19 имеет gDMR, расположенный на 2 т.п.н. выше 
промотора длинной нкРНК H19, который метили-
руется только в отцовских гаметах (рис. 3, а).

Метилирование этого gDMR сохраняется во 
всех соматических тканях. Важность метилирова-
ния в установлении и поддержании импринтинга 
подтверждается в экспериментах по снижению 
уровня полногеномного метилирования ДНК, вы-
званному мутациями в ферментах семейства ДНК-
метилтрансфераз, которое приводит к изменению 
экспрессии импринтированных генов.

В отличие от метилирования ДНК, модифи-
кации гистонов в импринтированных локусах в 
зиготах преимущественно наследуются от ооци-
тов. При исследовании локусов моноаллельно экс-
прессирующихся генов было показано, что лишь 
часть отцовско-специфичных открытых участков 
хроматина была связана с метилированием ДНК 
в ооците, что говорило о наличии альтернатив-
ного метилированию механизма по поддержанию 
материнского аллеля в молчащем состоянии [30]. 
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Рис. 3. Строение и механизм функционирования импринтированных локусов. Регуляция экспрессии в им-
принтированном локусе с помощью инсулятора на примере локуса Igf2/H19 (а), длинных некодирующих РНК 
на примере локуса Igf2r/Airn (б) и локуса Kcnq1 (в). E – энхансер; черные закрашенные круги – метилирование 
ДНК; ICR – район, контролирующий импринтинг

Анализ модификаций гистонов в импринтирован-
ных локусах в ооцитах выявил обогащение триме-
тилированных Н3К27 и Н3К9. Удаление Н3К27me3 
при помощи гистоновых деметилаз приводило к 
нарушению импринтинга [31]. Для подтверждения 
важности модификаций гистонов при установле-
нии импринтированного состояния были пред-
приняты попытки инактивировать ферменты, 
участвующие в установлении H3K27me3. Тримети-
лирование H3K27 осуществляется PRC2, белковым 
комплексом из группы белков Polycomb. Мутация 

в гене Eed, кодирующем субъединицу  PRC2 при-
водит к биаллельной экспрессии ряда имприн-
тированных генов (Ascl2, Grb10, Cdkn1c,  Gtl2) без 
изменения уровня метилирования их регулятор-
ных элементов  [32]. Триметилированный H3K9 
также присутствует в областях ICR хроматина 
импринтированных локусов, наряду с метилиро-
ванием ДНК в предимплантационном зародыше, и 
необходим для предотвращения деметилирования 
ДНК, которое наблюдается в этот период для всего 
генома [33].
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Известны два механизма, обеспечивающие ре-
гуляцию функционирования импринтированных 
локусов. Первый механизм связан с функциониро-
ванием инсуляторов. В основе второго механизма 
лежит воздействие длинных нкРНК. Так, в ICR 
кластера Igf2/H19 расположен DMR, метилирова-
ние которого поддерживается на отцовской хромо-
соме, что препятствует связыванию единственного 
известного для млекопитающих инсуляторного 
белка CTCF, способного проявлять энхансер-блоки-
рующую активность. Это приводит к стерическим 
затруднениям во взаимодействии промоторов ге-
нов Igf2 и INS с энхансером, что препятствует акти-
вации этих генов. Таким образом, гены кластера 
Igf2 экспрессируются только с отцовской хромо-
сомы, в то время как длинная нкРНК H19 – с мате-
ринской, где отсутствует метилирование ее про-
мотора, перекрывающегося с ICR (рис. 3, a).

В основе второго механизма лежит действие 
длинных нкРНК [5]. Как правило, длинные нкРНК 
расположены в регуляторных областях: в про-
моторах или энхасерах, а также внутри кодиру-
ющей последовательности импринтированных 
генов. Это приводит к тому, что длинные нкРНК 
могут влиять как на инициацию транскрипции, 
так и на процесс элонгации импринтированных 
генов  [34,  35]. Например, в импринтированном 
локусе Igf2r/Airn на отцовском аллеле происхо-
дит антисмысловая, по отношению к Igf2r, тран-
скрипция гена Airn, что предотвращает связыва-
ние РНК-полимеразы  II с промотором Igf2r  [35]. 
На  материнском аллеле ICR заметилирован, что 
приводит к инактивации промотора Airn и тран-
скрипции Igf2r. С другой стороны, длинные нкРНК 
могут участвовать в регуляции импринтирован-
ных генов как нкРНК. К своим участкам связыва-
ния импринтированного локуса они привлекают 
репрессионные комплексы, которые метилируют  
ДНК, приводя к появлению модификаций гисто-
нов, ассоциированных с репрессией: триметилиро-
вание H3K27, убиквитинирование H2AK119. Клас-
сическим примером влияния длинных нкРНК на 
установление этих модификаций является длин-
ная нкРНК KCNQ1OT1 (рис. 3, в). Также импринти
рованные длинные нкРНК могут регулировать 
транскрипцию генов, расположенных вовне им
принтированных локусов. Так, транскрипция ге- 
нов Slc22a2 и Slc22a3, расположенных на расстоя-
нии 100 и 300 т.п.н выше локуса Igf2r/Airn соответ-
ственно, подавляется за счет связывания длин-
ной нкРНК Airn с их промоторными участками и  
привлечения репрессионных Polycomb-комплексов 
PRC1 и  PRC2, а также гистоновой метилтрансфе
разы Н3К9 G9a (рис. 3, б) [36, 37].

Сходства и отличия регуляции геномного 
импринтинга у растений и млекопитающих. 
У млекопитающих инактивация импринтирован-

ного аллеля происходит при гаметогенезе преиму-
щественно за счет метилирования ДНК, а также 
триметилирования гистонов H3K9 и Н3К27, кото-
рое поддерживается в дальнейшем в соматических 
клетках. Активное состояние аллеля сопряжено с 
отсутствием метилирования. У  растений наблю-
дается принципиально иная стратегия механизма 
геномного импринтинга. Метилирование ДНК 
является ключевым регулятором геномного им-
принтинга у растений, однако, в отличие от млеко-
питающих, у которых импринтированный аллель 
метилирован и активен, у растений импринтиро-
ванный аллель активируется за счет деметили-
рования ДНК. У растений геномный импринтинг 
характерен для эндосперма, функция которого свя-
зана с запасанием питательных веществ и пита-
нием зародыша, но не дает начало новой особи. 
Поэтому в дальнейшем нет необходимости сти-
рать импринтинг в эндосперме. Другая ситуация 
наблюдается у млекопитающих: у них деметили-
рование импринтированных участков происходит 
в гонадах, где устанавливается новый профиль им-
принтинга в соответствии с полом животного. Тем 
не менее у растений есть гены, для которых пока-
зано, что они биаллельно экспрессируются в дру-
гих тканях, т.е. были деметилированы оба аллеля, 
а в эндосперме импринтированы, т.е. был демети-
лирован только один аллель. Например, ген MEA у 
Arabidopsis thaliana, кодирующий белок из группы 
Polycomb, импринтирован в эндосперме, т.е.  ак-
тивно транскрибируется с материнского аллеля 
и неактивен в яйцеклетке, однако в эмбрионе на 
стадии торпеды и позже в проростке, листе, стебле 
и корне он экспрессируется биаллельно (таблица 
в Приложении) [38].

ПОДДЕРЖАНИЕ  
ГЕНОМНОГО ИМПРИНТИНГА

Исследования механизмов поддержания им-
принтированных аллелей в активном или неак-
тивном состоянии показали важность как генети-
ческих, так и эпигенетических факторов. Многие 
ICR расположены в CpG-островках или CpG-богатых 
участках. CpG-островок – участок ДНК, в котором 
уровень пар GC больше 50% и соотношение ожи-
даемое/наблюдаемое количество CpG выше 0,6 [39]. 
Введение в геном мышиных стволовых клеток не-
метилированной последовательности ICR в эухро
матиновый регион приводило к устойчивости 
данного ICR к de novo метилированию [40]. Такая 
же картина характерна для любых CpG-остров-
ков  [41]. То есть поддержание ICR в неметилиро-
ванном состоянии может регулироваться повы-
шенной плотностью CpG-пар. Введение в то же 
самое место генома метилированного in vitro ICR 
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характеризовалось поддержанием высокого уров-
ня метилирования ICR и появлением модификаций 
неактивного хроматина [40, 42, 43]. При этом CpG-
островки, расположенные вовне ICR, теряли свое 
метилирование при введении в клетки в метили-
рованном состоянии [40]. Таким образом, метили-
рование ICR в клетках способно поддерживаться 
вне зависимости от того, находится ли он в эндо-
генном локусе или введен искусственно. Были про-
ведены исследования по определению того, какие 
элементы последовательности ICR необходимы для 
поддержания его в метилированном состоянии. 
Оказалось, что плотность CpG и GC-состав являют-
ся не единственными критериями, наличие кото-
рых гарантирует поддержание статуса  ICR. Клю-
чевую роль в поддержании метилирования  ICR 
и установление модификаций, характерных для 
гетерохроматина, играют последовательности, к 
которым привлекается метил-ДНК-связывающий 
KRAB-белок с цинковыми пальцами ZFP57 или его 
аналоги  [40, 44]. ZFP57  связывается с метилиро-
ванной гексануклеотидной последовательностью 
TGCCGC, высокое обогащение которой наблюдается 
в большинстве ICR. Далее ZFP57 привлекает KAP1 
(известный также как TRIM28 или TIF1-beta), кото-
рый является скаффолдом для сборки репрессион-
ного комплекса, содержащего такие факторы, как 
ДНК-метилтрансферазы (DNMT1, DNMT3a/b), а так-
же факторы, модифицирующие хроматин: гетеро-
хроматиновый белок HP1, гистон-метилтрансфера-
за SETDB1, комплекс ремоделирования хроматина 
и деацетилирования гистонов NuRD и ядерный ре-
цепторный корепрессорный комплекс N-CoR1 [45].

Белки, содержащие KRAB-домен, были найде-
ны у многих позвоночных, в том числе у репти-
лий и птиц, однако наибольшее количество таких 
белков присутствует у млекопитающих. Особен-
но много KRAB-белков с цинковыми пальцами 
у человека, где количество их достигает 724  [46]. 
Тем не менее ZFP57 присутствует исключительно 
в геноме млекопитающих, что говорит о его осо-
бенной роли в регуляции импринтинга у этих 
организмов. Удаление ZFP57 у мыши приводит 
к ранней эмбриональной летальности и потере 
большинства импринтов. В  отличие от мыши, у 
человека ZFP57  начинает синтезироваться толь-
ко после формирования бластоцисты, до этого 
времени функцией привлечения к импринтиро-
ванным локусам фактора  KAP1 обладают другие 
белки с цинковыми пальцами и KRAB-доменом: 
ZNF202 и ZNF445 [47]. Отметим, что, несмотря на 
большое количество метил-ДНК-связывающих бел-
ков (белки семейства MBD, Kaiso и Kaiso-подобные 
белки, UHRF, KLF4 и пр.), только белки семейства 
KRAB-ZNF вовлечены в поддержание метилирован-
ного состояния ICR. Удаление генов, кодирующих 
метил-ДНК-связывающие белки семейства MBD 

и семейства Kaiso, не приводит к реактивации ме-
тилированного аллеля, хотя это может влиять на 
метилирование различных регуляторных элемен-
тов неимпринтированных генов как прямо, так и 
опосредованно [39, 48, 49]. Единственным исклю-
чением является BTB/POZ-ZNF белок Kaiso. Его уда-
ление способствует снижению метилирования ICR 
импринтированного локуса Igf2/H19 в первичных 
фибробластах человека, которое, однако, не приво-
дит к изменению экспрессии импринтированных 
генов в данном локусе [50].

У амфибий аналогов ZFP57 не было найдено, 
и долгое время считалось, что импринтинга у ля-
гушек нет. Однако в работе 2014 г. у лягушки был 
найден единственный импринтированный ген 
45S рРНК (рис. 1) [51]. Одним из возможных канди-
датов в регуляторы импринтинга 45S рРНК может 
выступать метил-ДНК-связывающий белок Kaiso. 
Нокдаун гена Kaiso в Xenopus laevis приводит к 
аресту развития и характеризуется преждевре-
менной активацией генов, которая наблюдается 
на два цикла раньше классической стадии сдвига 
в средней бластуле, после которой обычно начина-
ется активная транскрипция [52]. Таким образом, 
Kaiso и ZFP57 необходимы для развития лягушки 
и мыши соответственно. Отметим общую схожесть 
белков ZFP57 и Kaiso в клеточной локализации, 
сайтах связывания с ДНК и возможности образо-
вывать комплекс с KAP1 [53]. Однако нокаут Kaiso 
у мыши приводит лишь к определенному пове-
денческому фенотипу, характеризующемуся повы-
шенной локомоторной и исследовательской ак-
тивностью [54]. Все это позволяет предположить, 
что Kaiso у млекопитающих вовлечен в регуляцию 
транскрипции генов в клетках нервной системы 
и, возможно, участвует в динамическом имприн-
тинге при онтогенезе и в процессе обучения, что 
поддерживается способностью Kaiso напрямую 
взаимодействовать с ключевым регулятором им-
принтинга KAP1 [53].

СЛУЧАЙНАЯ  
МОНОАЛЛЕЛЬНАЯ ЭКСПРЕССИЯ

В данной главе мы рассмотрим известные дан-
ные о механизмах случайной моноаллельной экс-
прессии или сдвига биаллельной транскрипции 
генов человека, которая характерна для примерно 
10% генов (рис. 4) [55].

Впервые моноаллельная экспрессия была 
описана при инактивации X-хромосомы, которая 
происходит случайным образом при развитии 
эмбриона женского пола. Исключением являются 
ткани плаценты грызунов и сумчатых, у которых 
всегда происходит инактивация отцовской X-хро-
мосомы. Инактивация X-хромосомы в плаценте 
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Рис. 4. Соотношение биаллельно и моноаллельно 
экспрессирующихся генов в геноме человека (адап-
тировано из [55])

человека происходит неоднородно, наблюдаются 
крупные кластеры клеток с отцовской или мате-
ринской экспрессией, что значительно отличает-
ся от мозаичного паттерна инактивации в тканях  
взрослого организма или эмбриона  [56]. Позднее 
были найдены и аутосомные гены, которые под-
вергаются случайной инактивации. Часть генов 
со случайной моноаллельной инактивацией 
регулируется перестройкой  ДНК. К  таким генам 
относятся гены иммуноглобулинов Т-клеточных 
рецепторов. Однако случайная моноаллельная 
инактивация для других аутосомных генов, среди 
которых были найдены гены обонятельных рецеп-
торов, рецепторов феромонов, интерлейкинов, 
рибосомных генов и других генов, кодирующих  
разнообразные факторы, не связана с геномными 
перестройками [57, 58]. Отметим, что спектр генов, 
который регулируется моноаллельной инактива-
цией, обогащен генами, кодирующими поверх-
ностные клеточные маркеры  [59]. Это позволяет 
предположить, что регуляция с помощью моно-
аллельной экспрессии направлена на создание 
клеточной идентичности для отдельных клеток. 
С другой стороны, моноаллельная экспрессия так-
же затрагивает гены, связанные с возрастными 
заболеваниями: раком, нейродегенеративными 
заболеваниями [55, 60]. Также эти гены чаще всего 
расположены в быстро развивающихся геномных  
регионах, а мутации в них детектируются при раз-
личных заболеваниях [55]. Моноаллельная экспрес-
сия, аналогично импринтингу, может динамически 
изменяться. Так, пластичность моноаллельной экс-
прессии наблюдается в нервной системе при онто-
генезе (таблица в Приложении) [61].

Таким образом, моноаллельная экспрессия 
представляет собой важную мишень для регуля-
ции различных патогенетических состояний.

РЕГУЛЯЦИЯ СЛУЧАЙНОЙ  
МОНОАЛЛЕЛЬНОЙ ЭКСПРЕССИИ

О механизмах установления и регуляции мо-
ноаллельной экспрессии известно немного. Рас-
сматривается несколько механизмов, вовлеченных 
в установление и поддержание моноаллельной 
экспрессии, однако ни один из них не является 
универсальным.

Одной из наиболее исследованных причин 
возникновения моноаллельной транскрипции 
является наличие однонуклеотидных полиморфиз-
мов в cis-регуляторных элементах генов, которые 
оказывают влияние на связывание транскрипци-
онных факторов [62] (рис. 5, a).

Недостаток регуляторных факторов также мо-
жет приводить к преимущественной экспрессии 
гена с одного аллеля, что в дальнейшем закрепля-
ется с помощью асинхронной репликации, различ-
ной локализации аллелей в ядре, которая харак-
терна и для импринтированных генов (рис. 5, б).

Около половины генов со случайной моноал-
лельной экспрессией содержат внутри себя гены, 
расположенные на комплементарной цепи, в то 
время как биаллельные гены редко пересекаются 
с другими генами таким образом (рис. 5, в) [55].

Транскрипция с комплементарной цепи, 
идущая в противоположном направлении, более 
вероятно будет оказывать влияние на транскрип-
цию по прямой цепи, нежели транскрипция дру-
гого гена по той же цепи. Эта ситуация схожа с 
тем, что наблюдается при геномном импринтин-
ге  (рис. 5, в): в большинстве случаев белок-коди-
рующие импринтированные гены имеют в своем 
составе последовательности различных нкРНК, 
расположенных на комплементарной цепи.

Аналогично геномному импринтингу, одна из 
ключевых ролей при моноаллельной транскрип-
ции принадлежит метилированию ДНК промо-
торных участков  (рис. 5, г)  [63–65]. На  примере 
моноаллельно экспрессирующегося в В-клетках 
гена Col6a5 показано, что обработка клеток деме-
тилирующим агентом 5-азацитидином приводит к 
реактивации второго аллеля этого гена [64]. Мно-
гие гены с моноаллельной экспрессией имеют 
средний уровень метилирования, соответствую-
щий наличию метилированного и неметилиро-
ванного аллелей  [63–65]. Однако остается неиз-
вестным, является ли метилирование промоторов 
причиной или следствием моноаллельной экс-
прессии. Несмотря на корреляцию между метили-
рованием ДНК, импринтингом и моноаллельной 
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Рис. 5. Факторы, играющие роль в регуляции моноаллельной транскрипции. a – Наличие однонуклеотидных 
полиморфизмов (SNP) в сайтах связывания транскрипционных факторов. б – Недостаток транскрипционного 
фактора для связывания с обоими аллелями. в – Транскрипция с комплементарной цепи, идущая в противопо-
ложном направлении. г – Метилирование ДНК (черные закрашенные круги) или наличие гистоновых моди-
фикаций H3K9me3, H3K27me3 промоторного участка. ТF – транскрипционный фактор; SNP – однонуклеотид-
ный полиморфизм

экспрессией, были найдены гены с моноаллельной 
экспрессией, для которых метилирование могло 
быть как высоким в промоторной области, так и 
низким независимо от активности аллеля [65, 66]. 
Таким образом, метилирование ДНК является од-
ним из регуляторных механизмов моноаллельной 
экспрессии, но не для всех генов. Иная картина 
наблюдается для энхансеров: для них характерно 
неметилированное состояние независимо от того, 
на каком аллеле он расположен: на активном или 
неактивном [67].

Еще одним из факторов, коррелирующим с 
моноаллельной экспрессией, являются интроны. 
Так, у нематод было показано, что наличие интро-
на в 5′-области гена препятствует возникновению 
моноаллельной транскрипции. В то время как пол-
ное отсутствие интронов или наличие их в 3′-обла-
сти является маркером моноаллельной транскрип-
ции  [68]. Однако пока мы не можем ответить на 
вопрос, является ли отсутствие интронов марке-
ром селекции генов с моноаллельной экспрессией 
или имеет регуляторную роль, поскольку экспе-
рименты по удалению интронов в гене MTL-2 у 
нематод не привели к их моноаллельной экспрес-
сии [68]. Что касается роли интронов в регуляции 
моноаллельной экспрессии у человека, то среди 

генов со сдвигом биаллельной транскрипции дей-
ствительно широко представлены гены без интро-
нов, однако это не является правилом. Поэтому 
этот вопрос остается открытым.

ПРОБЛЕМЫ ПРИ АНАЛИЗЕ  
МОНОАЛЛЕЛЬНОЙ ЭКСПРЕССИИ

В основе анализа моноаллельной экспрессии 
лежит возможность разделять, с какого из аллелей 
идет транскрипция. Поэтому главным инструмен-
том для исследования как геномного импринтинга, 
так и случайной моноаллельной экспрессии явля-
ется наличие однонуклеотидных полиморфизмов 
в транскрибируемой области гена. Перспектив-
ным методом анализа является введение в разные 
аллели для исследуемого гена маркеров, позволя-
ющее проводить разделение аллелей. Например, 
это могут быть баркоды или последовательности, 
кодирующие различные флуоресцентные белки. 
Это позволит определить вклад каждого из алле-
лей в транскрипцию с помощью секвенирования 
и флуоресцентного анализа соответственно  [68]. 
Работа на клетках человека дает преимущество 
при наличии информации о генотипе родителей, 
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в то время как для мышиных моделей возникают 
дополнительные трудности. При исследовании 
моноаллельной экспрессии у мышей проводят 
скрещивание разных линий для создания пула ге-
терозиготных однонуклеотидных полиморфизмов 
в геноме. Основным недостатком данного подхода 
является аллельный дисбаланс, вызванный гено-
типической изменчивостью, возникающей из-за 
скрещиваний разных линий животных, который 
необходимо учитывать при анализе за счет допол-
нительных контрольных скрещиваний [16].

Другой трудностью анализа сдвига биаллель-
ной транскрипции и моноаллельной экспрессии 
является выбор критерия, при котором мы можем 
говорить о статистической значимости дисбаланса 
аллелей. Эта проблема связана с многочисленны-
ми техническими артефактами, которые возника-
ют при пробоподготовке и секвенировании, что 
приводит к необходимости проводить не только 
биологические, но и технические повторы. Этот 
вопрос особенно актуален при одноклеточном 
анализе популяции клеток [69]. Для уменьшения 
количества технических повторов было предложе-
но при пробоподготовке использовать РНК других 
организмов, например, при анализе моноаллель-
ной экспрессии у мыши или человека при подго-
товке библиотек добавлять РНК из Caenorhabditis 
elegans [70].

В последнее время стал широко применяться 
одноклеточный анализ транскриптома для ана-
лиза моноаллельной экспрессии, который пока-
зал, что в клетках широко представлена динами-
ческая моноаллельная экспрессия, которая может 
меняться после деления клетки [57, 71]. Необходи-
мо отметить, что в основе этого явления может 
лежать сам механизм транскрипции [72]. Процесс 
синтеза мРНК является прерывистым, поэтому при 
одноклеточном анализе необходимо учитывать 
возможность синтеза в текущий момент време-
ни с одного аллеля, а в другой момент времени –  
с обоих или с другого аллелей [73].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Благодаря современным методам секвениро-
вания мы можем говорить не просто о геномном 
импринтинге, а, скорее, об импринтоме, наряду с 
транкриптомом и метиломом, который устанав-
ливается в эмбриогенезе и может изменяться по 
мере роста и развития организма. Это позволяет 
рассматривать такие процессы, как обучение, фор-
мирование памяти с точки зрения пластичности 
импринтома. Тем не менее наиболее исследован-
ным остается процесс установления импринтинга 
при эмбриогенезе и формировании плаценты, 
установлена роль первичной последовательно-

сти локусов, регулирующих импринтинг, а также 
определены ключевые факторы, позволяющие 
поддерживать эпигенетические модификации на 
импринтированных участках. Однако механизмы 
пластичности импринтинга остаются нераскрыты-
ми. Их исследование необходимо в первую очередь 
для понимания процессов, связанных с обучением 
и формированием памяти. Одним из перспектив-
ных направлений исследования является изучение 
метил-ДНК-связывающих белков как регуляторов 
импринтома в процессе формирования нервной 
системы и при обучении. Эти белки могут не толь-
ко выступать в роли интерпретаторов метилиро-
вания ДНК, но и в качестве факторов, участвую-
щих в его регуляции [39, 49]. Кроме того, основной 
фенотип при удалении многих метил-ДНК-связы-
вающих белков ассоциирован с поведенческими 
отклонениями, что позволяет рассматривать их 
в роли регуляторов пластичности импринтома.

Пластичность импринтома необходимо учи-
тывать при работе с индуцированными плюрипо-
тентными стволовыми клетками (ИПСК). ИПСК яв-
ляются одними из перспективных инструментов  
в регенеративной медицине. Будучи полученными 
из соматических клеток, ИПСК могут быть диффе-
ренцированы в любые клетки человека. Основ-
ными проблемами применения ИПСК в терапии 
являются накопление генетических мутаций и 
возникновение эпимутаций, которые происходят 
преимущественно при репрограммировании сома-
тических клеток и дальнейшем культивировании 
клеток [74, 75]. В процессе репрограммирования в 
клетках происходит переключение эпигенетиче-
ского профиля с соматического на плюрипотент-
ный, что может сопровождаться появлением эпи-
мутаций, т.е. появлением наследуемых изменений 
в эпигенетическом профиле. В первую очередь это 
касается инактивации X-хромосомы и импринти-
руемых генов.

Длительное культивирование ИПСК c ХХ-гено-
типом приводит к частичной реактивации инак-
тивированной X-хромосомы, которую называют 
эрозированной X-хромосомой. Такие клетки име-
ют сниженную способность к дифференцировке, 
поскольку эрозированная X-хромосома не может 
быть инактивирована полностью в дальней-
шем [76, 77]. Поэтому возникает проблема выбора 
наиболее оптимальных условий при получении 
ИПСК: долгое культивирование ИПСК, с одной сто-
роны, делает их более похожими на эмбриональ-
ные стволовые клетки, а с другой стороны, при-
водит к образованию эрозированной X-хромосомы; 
более короткое культивирование приводит к фор-
мированию клеток с недостаточным уровнем плю-
рипотентности, но с инактивированной X-хромосо-
мой. Заметим, что эта проблема не касается ИПСК 
с генотипом XY [78]. Для ИПСК также характерно 
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нарушение импринтинга для целого ряда генов: 
H19, IGF2, MEG3, PEG3, PEG10, MEST, которые на-
чинают экспрессироваться с обоих аллелей  [79]. 
Отметим, что культивирование in vitro мышиных 
ооцитов и в дальнейшем эмбрионов ассоциирова-
но с различными нарушениями импринтинга [80]. 
Поэтому применение ИПСК в исследовательских 
целях, для скрининга лекарственных препаратов 
и особенно в рамках заместительной клеточной 
терапии обусловливает необходимость контроля 
корректного состояния моноаллельной экспрессии 
генов в них. В дальнейшем необходимы новые ис-
следования, направленные на оптимизацию усло-
вий культивирования ИПСК, которые позволили 
бы предотвратить нарушения как в импринтинге, 
так и в Х-инактивации.

Работы последних лет об аутосомных генах с 
моноаллельной экспрессией показали, что моно-
аллельная экспрессия распространена не только 
среди генов, вовлеченных в иммунную или хеми-
сенсорную систему, но характерна для целого ряда 
аутосомных генов и является динамичной. Среди 
генов, подверженных моноаллельной экспрес-
сии, были найдены гены поверхностных марке-
ров, ионных каналов, факторов, вовлеченных в 
клеточную адгезию, развитие нейродегенератив-
ных заболеваний, в клеточный ответ на различ-
ные стрессовые воздействия и онкологическую 
трансформацию клеток. Этот список факторов 
позволяет выделить две ключевые возможности: 
1) увеличение разнообразия белков за счет экс-
прессии различных аллелей и проведение более 
тонкой регуляцию транскрипции; 2) оказание 

влияния на развитие патологических состояний 
в случае гетерозиготных мутаций. Особое внима-
ние уделяется второй возможности, когда моно-
аллельная экспрессия влияет на прогрессирова-
ние заболевания. В связи с этим моноаллельную 
экспрессию можно рассматривать в качестве  
терапевтической мишени. Интерес к терапии 
за счет влияния на моноаллельную экспрессию 
можно объяснить еще с той точки зрения, что нет 
необходимости вносить изменения в геном, – тре-
буется либо реактивировать второй аллель, либо 
произвести переключение с мутантного аллеля на 
интактный.
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Общая выживаемость больных с метастатическими и рецидивирующими формами рака желуд-
ка  (РЖ) продолжает оставаться на низком уровне. Это обусловлено развитием эпителиально-
мезенхимального перехода  (ЭМП) у опухолевых клеток, способствующего быстрому появлению 
метастазов, а также резистентности опухоли к химиотерапии. ЭМП у клеток РЖ подтверждается 
исследованием их транскриптома. Анализ баз данных TCGA и  GTEx (n  =  408) и нашей когорты 
пациентов с РЖ (n = 43) показал, что экспрессия гена CDH2 была значительно снижена в опухо-
лях, по сравнению с неопухолевыми тканями, и коррелировала с общей выживаемостью паци-
ентов с РЖ. Аналогичным образом, экспрессия генов транскрипционных факторов, способствую-
щих  ЭМП, SNAIL и  ZEB1, была значительно увеличена при  РЖ. Таким образом, ингибирование 
процесса ЭМП может стать новым подходом в стратегии терапии больных с метастатическими 
и рецидивирующими формами  РЖ. В  предыдущих исследованиях была обнаружена противо-
опухолевая активность экстракта листьев Olea europaea  (OLE). В  настоящей работе показана 
способность OLE ингибировать  ЭМП, а также усиливать гибель клеток РЖ по механизму апоп-
тоза in vitro. В частности, при комбинированном применении OLE с химиопрепаратами 5-фтор-
урацилом (5-FU) и цисплатином (Cis) отмечалась выраженная гибель опухолевых клеток РЖ по 
механизму апоптоза. При использовании комбинации OLE с химиопрепаратами (5-FU, Cis) в клет-
ках РЖ изменялась экспрессия маркеров ЭМП (E-кадгерина, N-кадгерина, виментина, клаудина-1), 
повышалась экспрессия маркеров апоптоза (расщепленная форма PARP1) и увеличивалось коли-
чество апоптотических клеток (Annexin  V-позитивных). Таким образом, представленная работа 
свидетельствует о способности OLE вызывать гибель клеток РЖ за счет подавления процесса ЭМП 

* Адресат для корреспонденции.
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и повышения чувствительности к химиопрепаратам (5-FU,  Cis), используемым для терапии  РЖ 
в настоящее время.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рак желудка, экстракт листьев Olea europaea, эпителиально-мезенхималь-
ный переход, апоптоз, химиотерапевтические препараты, кадгерин 2, SOX2, некодирующая РНК, 
miR-23b-3p, противоопухолевый эффект.

DOI: 10.31857/S0320972524010067 EDN: YRICHX

Принятые сокращения: АО  – акридиновый оранжевый; РЖ  – рак желудка; ЭМП  – эпителиально-мезенхи-
мальный переход; AGS  – клеточная линия аденокарциномы желудка; Cis  – цисплатин; 5-FU  – 5-фторурацил; 
GEPIA – интерактивный анализ профиля экспрессии генов; GTEX – генотипы клеток тканей; HPA – атлас белков 
человека; lncRNA – длинная некодирующая РНК; OLE – экстракта листьев Olea europaea; PI – йодид пропидия; 
TCGA – атлас генома раковых клеток.

ВВЕДЕНИЕ

Частота ранней диагностики рака желуд-
ка (РЖ) остается низкой. В случае поздней диагно-
стики опухолевые клетки, как правило, обладают 
химиорезистентностью, что является серьезной 
проблемой для дальнейшей терапии  [1,  2]. Эпи-
телиально-мезенхимальный переход  (ЭМП) кле-
ток РЖ инициирует развитие прогрессии опухоли. 
При ЭМП за счет усиления мезенхимального фе-
нотипа увеличивается подвижность опухолевых 
клеток, что обеспечивает их инвазивный рост и 
метастазирование. Кроме того, при ЭМП увеличи-
вается количество раковых стволовых клеток и 
развивается химиорезистентность [3]. При ЭМП в 
опухолевых клетках резко снижается экспрессия 
кадгерина 1, повышается экспрессия кадгерина 2 
и транскрипционных факторов ZEB1 (цинк-зави-
симый белок), SNAIL и TWIST  [4, 5]. Ингибиро-
вание процесса ЭМП в клетках РЖ способствует 
повышению их чувствительности к химиопрепа-
ратам [3, 6].

В настоящее время, используя некодирую-
щие РНК, можно модулировать экспрессию различ-
ных генов клетки. Данный метод, потенциально, 
может быть использован в рамках персонифици-
рованного подхода к терапии злокачественных 
новообразований [7]. Продемонстрировано, что в 
процессе  ЭМП в различных опухолевых клетках 
меняются уровни микроРНК (miRNA). В частности, 
снижается уровень miR-23b-3p и miR-200c  [8–10]. 
Данный факт требует дальнего эксперименталь-
ного изучения.

Препараты на основе лекарственных трав 
широко используются в клинической онкологии. 
В частности, их назначают вместе с химиопрепа-
ратами, что позволяет уменьшить дозу цитоста-
тиков и, следовательно, выраженность побочных 
эффектов [11, 12]. Показано, что экстракт листьев 
Olea europaea (OLE) обладает антигипертензивным, 
антиоксидантным и противоопухолевым дей-
ствиями благодаря наличию в его составе биоло-

гически активных компонентов – секойридоидов, 
тритерпеноидов и флавоноидов [13–16]. OLE сни-
жает выраженность воспалительного процесса в 
слизистой оболочке желудка, что уменьшает про-
грессию РЖ [17]. Наши предыдущие исследования 
показали, что под влиянием OLE уменьшается по-
пуляция раковых стволовых клеток в опухолевой 
ткани РЖ [18]. Кроме того, OLE способен подавлять 
активность сигнальных путей в клетках РЖ, ока-
зывая влияние на микроРНК [19]. ЭМП играет важ-
ную роль в прогрессии РЖ [20], но влияние OLE на 
механизмы ЭМП остаются неизученными.

Химиопрепараты 5-фторурацил  (5-FU) и цис-
платин (Cis) в настоящее время используются для 
лечения разнообразных злокачественных новооб-
разований, в том числе и РЖ [1, 2]. Тем не менее у 
большинства больных РЖ на фоне их применения 
отмечаются побочные эффекты [21]. Показано, что 
у пациентов с РЖ при развитии ЭМП резко снижа-
ется чувствительность к 5-FU [22].

Вышеизложенное явилось основанием для 
настоящего исследования по изучению способно-
сти OLE ингибировать процесс ЭМП в клетках РЖ 
и тем самым усиливать чувствительность опухо-
левых клеток к химиопрепаратам (5-FU, Cis).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование экспрессии транскрипци-
онных факторов и генов-маркеров ЭМП в тка-
нях РЖ по результатам, опубликованным в ме-
ждународных базах данных. В базе данных GEPIA 
(Gene Expression Profiling Interactive Analysis – ин-
терактивный анализ профиля экспрессии генов; 
http://gepia.cancer-pku.cn/, дата обращения – 15 фев-
раля 2023 г.) проанализирована экспрессия генов-
маркеров ЭМП (CDH1, CDH2) и транскрипционных 
факторов (TWIST, SNAIL, ZEB1) в тканях РЖ и не-
опухолевых тканях. Использовались результаты 
проектов TCGA (The Cancer Genome Atlas  – атлас 
генома раковых клеток) и GTEX (Genotype-Tissue 
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Expression – генотипы клеток тканей). Было про-
анализировано влияние экспрессии генов-мар-
керов ЭМП на общую выживаемость пациентов 
с РЖ. Была изучена корреляция между экспресси-
ей гена CDH2 и уровнем длинной некодирующей 
РНК (lncRNA)  MALAT1. Для изучения взаимодей-
ствий различных видов РНК (lncRNA и RNA, lncRNA 
и miRNA, RNA и miRNA) использовались соответ-
ственно следующие базы данных: LncRRIsearch 
(http://rtools.cbrc.jp/LncRRIsearch/), the lncRNASNP 
database version  2.0 (http://bioinfo.life.hust.edu.cn/
lncRNASNP), DIANA-TarBase  v7.0 (http://diana.imis.
athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=tarbase/
index). Дата обращения – 1 апреля 2023 г.

Исследование образцов опухолевых тканей. 
Парафиновые блоки опухолевых тканей от паци-
ентов с РЖ (n = 43) и неопухолевых тканей желудка 
(n = 7) были получены из архива отделения пато-
логии больницы медицинского факультета Уни-
верситета Бурса Улудаг. У всех больных РЖ была 
диагностирована аденокарцинома. У 34 пациентов 
(79,06%) опухоли находились на стадии  3 или  4. 
Мутация гена TP53 у 11 пациентов (25,58%) была 
выше 70%; у 6 пациентов (13,95%) – находилась в 
пределах 40–70%; у  6  пациентов (13,95%)  – была 
менее 40%; у  20  пациентов (46,52%)  – не обнару-
живалась. В  10  случаях  РЖ (23,25%) в опухоли 
отмечалась экспрессия  CerbB2. В  35  случаях  РЖ 
(81,39%) отмечались метастазы в лимфатические 
узлы, из них 21 опухоль (48,83%) сопровождалась 
периневральной инвазией. У 17 пациентов с РЖ 
(39,53%) отмечалась резистентность к химиотера-
пии (5-FU, Cis). Все пациенты находились под на-
блюдением в течение не менее 5 лет на предмет 
рецидива  РЖ. Протоколы сбора образцов опухо-
лей и анализа клинических записей были одоб-
рены местным комитетом по этике Университета  
Бурса Улудаг (2019-6/32). От пациентов было полу-
чено письменное информированное согласие на 
использование своих тканей и клинических дан-
ных в научно-исследовательских целях.

Анализ экспрессии генов. РНК из образцов 
опухолевой ткани экстрагировали с использо-
ванием набора Quick-RNA FFPE Miniprep («Zymo 
Research», США). Количество и качество образ-
цов РНК подтверждали путем измерения по
глощения образцов при 260/280 нм на спектрофо
тометре UV/Vis («Beckman Coulter», Канада). Для 
преобразования образцов РНК  (100 нг) в  кДНК 
использовали набор High-Capacity cDNA Synthesis 
Kit («Thermo Fisher Scientific», США). Экспрессию 
РНК генов-маркеров ЭМП CDH1 (Hs01013959_m1) и  
CDH2 (Hs00983056_m1), а также генов, кодирующих 
факторы транскрипции, TWIST  (Hs01675818_s1), 
SNAI1  (Hs_00195591_m1) и  ZEB1  (Hs01566408_m1), 
исследовали с использованием соответствующих 
праймеров (Taqman, «Thermo Fisher Scientific», 

США) методом полимеразной цепной реакции в 
режиме реального времени (RT-qPCR) с помощью 
амплификатора StepOne™ Real-Time PCR System 
(«Applied Biosystems», США).

Образцы были нормализованы по экспрессии 
гена GAPDH (Hs02786624_g1). Условия для RT-qPCR 
были следующими: 95 °C  – 10 мин, 95 °C  – 15 с, 
60 °C – 60 мин. Количественную оценку результа-
тов проводили с использованием метода 2ˆ(–delta 
delta CT) [23].

Анализ экспрессии микроРНК. 10 нг  общей 
РНК конвертировали в  кДНК с использованием 
набора miRCURY® LNA® RT Kit («Qiagen», США). 
Экспрессию РНК hsa-miR-200c-3p  (YP00204482) и 
hsa-miR-23b-3p  (YP02119314) оценивали методом 
RT-qPCR с помощью прибора Applied Biosystem 
StepOneTM RT-PCR. Использовали набор реакти-
вов miRCURY® LNA® miRNA PCR Assays в соответ-
ствии с инструкциями производителя («Qiagen»). 
Образцы были нормализованы по экспрессии гена 
SNORD48  (YP00203903). Условия для RT-qPCR были 
следующими: начальная активация нагреванием 
при 95 °C  – 2 мин; затем 40  циклов: денатурация 
при 95 °C – 10 с и отжиг при 56 °C – 60 мин. Количе-
ственную оценку результатов проводили с исполь-
зованием метода 2ˆ(–delta delta CT) [23].

Эксперименты in vitro. Клеточные культу-
ры и реагенты. Эксперименты in vitro проводили 
на клеточной линии  AGS (аденокарцинома же-
лудка), предоставленной Американской коллек-
цией типовых культур («ATCC», США). Клетки AGS 
культивировали в питательной среде DMEM/F-12 
(«HyClone», США) с добавлением L-глутамина 
(292 мг/литр), 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (FBS), 1 мМ пирувата натрия и антибиоти-
ков пенициллина (5000 Ед./мл) и стрептомицина 
(5000  мкг/мл) (все реагенты фирмы «Biochrome», 
Германия). Клетки культивировали в атмосфе-
ре 5% CO2 при 37 °C в инкубаторе MCO-19AIC (UV) 
(«Panasonic Healthcare», Япония). Для определения 
молекулярного профиля клеток AGS использо-
вали Атлас белков человека (HPA; Human Protein 
Atlas version  22.0 (https://www.proteinatlas.org/); 
дата обращения – 15 февраля 2023 г.). Стандарти-
зированный OLE (05.06.2007,10-00014-00015-0) был 
предоставлен компанией «Kale Naturel» (Турция). 
Протокол экстракции и состав OLE описаны в 
нашем предыдущем исследовании  [24]. Феноль-
ные соединения во фракциях OLE идентифици-
ровали методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с помощью прибора Agilent  1200 
HPLC system («Waldbronn», Германия) [25]. В стан-
дартизованном OLE, применяемом в настоящем  
исследовании, были обнаружены (при длине вол-
ны 280 нм) 19 419 мг/мл олеуропеина, 409 мг/мл ру-
тина и следовые количества гидрокситирозола и 
тирозола [26]. Для использования в эксперименте 
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OLE предварительно растворяли в дистиллиро-
ванной воде. Химиопрепараты 5-FU и Cis («Sigma-
Aldrich», Германия) для использования в экспе-
рименте были предварительно растворены в 
диметилсульфоксиде (ДМСО) в соответствии с ин-
струкциями производителя.

Анализ клеточной пролиферации. Влияние 
различных концентраций OLE  (0,1–3 мг/мл), 5-FU 
(10–400 мкМ) и Cis (0,1–100 мкМ) на пролиферацию 
клеток AGS оценивали колориметрическим мето-
дом с помощью реагента WST-1 («Roche Applied 
Sciences», Германия), согласно протоколу произ-
водителя [15, 27–30]. Для этого клетки AGS в коли-
честве 2 × 105 засевали в лунки 96-луночного пло-
скодонного планшета («Corning Inc.», США). Через 
24 ч к клеткам добавляли OLE, 5-FU, Cis или их 
комбинации. Через определенные интервалы вре-
мени инкубации (24, 48, 72 ч) к клеткам добавляли 
10 мкл реагента WST-1 и через 1 ч инкубации при 
комнатной температуре оценивали пролиферацию 
клеток при длине волны Ex/Em = 460/420 нм с ис-
пользованием спектрофотометра TriStar2 S LB942 
Multimode Reader  («Berthold Technologies», Герма-
ния). Каждый эксперимент повторяли 3 раза. Для 
расчета половинной ингибирующей концентра-
ции (IC50) OLE, 5-FU и Cis использовали следующую 
формулу: [(1 – поглощение образца/поглощение 
контроля) × 100] [19]. Данные были нормализованы 
по отношению к контрольным образцам клеток. 
Исследование влияния OLE, 5-FU и Cis на проли-
ферацию клеток AGS в режиме реального времени 
проводили с помощью прибора «ACEA Biosciences» 
(США). Индекс пролиферации клеток регистри-
ровали каждые 15 мин в течение 72 ч с исполь-
зованием биосенсорной системы анализа клеток 
xCELLigence («ACEA Biosciences»).

Изучение взаимодействия OLE с химиопре-
паратами 5-фторурацилом и цисплатином. 
Клетки AGS в количестве 2 × 105 засевали в лунки 
плоскодонных 96-луночных планшетов. Через 24 ч 
к клеткам добавляли комбинации препаратов в 
различных концентрациях: OLE + 5-FU; OLE + Cis; 
5-FU + Cis; OLE + 5-FU + Cis. Далее, клетки культи-
вировали в течение 48 ч при комнатной темпе-
ратуре. Каждый эксперимент повторяли 3  раза. 
Влияние комбинаций OLE + химиопрепарат на 
пролиферацию клеток определяли с использова-
нием реагента WST-1 и системы клеточного ана-
лизатора xCELLigence в реальном времени, как 
указано выше. Потенциальный эффект взаимо-
действия OLE с химиопрепаратами (аддитивный, 
антагонистический или синергический эффект 
взаимодействия) рассчитывали с помощью R-па-
кета программного обеспечения SynergyFinder 
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/
synergyfinder.html)  [31]. Использовались следую-
щие значения показателя синергии  SC (synergy 

score): 1) SC менее –10 (антагонистический эффект 
взаимодействия); 2) –10 < SC < 10 (аддитивный эф-
фект взаимодействия); 3) SC > 10 (синергический 
эффект взаимодействия) [31].

Исследование экспрессии РНК генов-марке-
ров ЭМТ и факторов транскрипции, а также 
экспрессии микроРНК в клетках  AGS. РНК из 
клеток  AGS выделяли с использованием набора 
Zymo  RNA Isolation Kit («Zymo Research»). Для ис-
следования экспрессии генов CDH2, SNAI1 и ZEB1 
использовали набор реагентов High-Capacity cDNA 
Synthesis Kit. Для анализа экспрессии микроРНК 
использовали набор реагентов miRCURY® LNA® RT 
Kit. RT-qPCR проводили, как описано выше.

Вестерн-блоттинг. Клетки AGS лизировали 
на льду с использованием RIPA-буфера («Thermo 
Fisher Scientific»), к которому предварительно до-
бавляли коктейль ингибиторов протеаз («Roche», 
США). Затем лизаты центрифугировали в течение 
30 мин при 15 000 g при 4 °C, а супернатанты, содер-
жащие растворимые белки, использовали для ана-
лиза. Концентрацию белка в образцах измеряли 
методом Брэдфорда. После этого не более 35 мкг 
белка загружали в лунку 10%-ного геля SDS-PAGE 
и разделяли электрофорезом; далее, переносили 
на нитроцеллюлозную мембрану с использова-
нием системы полусухого переноса («Bio-Rad», 
США). Мембраны блокировали в 5%-ном обез-
жиренном сухом молоке (в TBS-T) в течение 1 ч и 
затем инкубировали со следующими первичными 
антителами (+4 oC, 18 ч): N-кадгерин (# MA1-2002; 
«Invitrogen», «Thermo Fisher Scientific», США); рас-
щепленная форма каспазы-3 (# 9661T), расщеплен-
ная форма PARP1 (# 5625T), N-кадгерин (# 1316S), ви-
ментин (# 5741S), клаудин-1 (# 8683S) («Cell Signaling 
Technology  Inc.», США); E-кадгерин (# sc-56527), 
β-актин (# sc-517582) («Santa Cruz Biotechnology», 
США). Далее, мембраны инкубировали в течение 
1 ч при комнатной температуре со вторичными 
антителами, конъюгированными с HRP (# 1706516, 
«Bio-Rad»). Изображения мембран были получены 
с использованием системы визуализации Versadoc 
MP 4000 и программного обеспечения Quantity One  
(«Bio-Rad»). Для захвата изображения был выбран 
канал «Chemi Hi Sensitivity»; время экспозиции 
мембраны  – 10–15 мин. Цифровые изображения 
были сохранены для дальнейшего анализа. Интен
сивность различных полос измеряли с помощью 
программного обеспечения Quantity One («Bio-
Rad»). Окраску на β-актин использовали для кон-
троля уровня белка в образцах. Эксперименты 
повторяли 3 раза.

Флуоресцентная микроскопия опухолевых 
клеток с использованием красителей акриди-
нового оранжевого и йодида пропидия. Флуорес-
центный краситель AO/PI (содержит акридиновый 
оранжевый – АО и йодид пропидия – PI) исполь-
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зовали для оценки морфологических особенно-
стей опухолевых клеток AGS. Клетки в количестве 
1 × 105 засевали в лунки 24-луночного плоскодон-
ного планшета («Corning  Inc.»). К клеткам добав-
ляли 100 мкл раствора флуоресцентного красителя 
AO/PI (концентрация АО – 10 мкг/мл, PI – 5 мкл/мл) 
(«Thermo Fisher», США). Инкубация  – 5 мин при 
комнатной температуре. Морфологию клеток 
исследовали при возбуждении (535 нм)/эмиссии 
(580 нм) с использованием инвертированного 
флуоресцентного микроскопа EVOS 5000 («Thermo 
Fisher Scientific»). Интактное зеленое ядро счита-
лось признаком жизнеспособных клеток. Плот-
ная зеленая область конденсации хроматина в 
ядре считалась признаком ранней стадии апоп-
тоза клетки, тогда как плотные оранжевые обла-
сти конденсации хроматина считались маркером 
поздней стадии апоптоза клетки. Клетки, имею-
щие интактное оранжевое ядро, считались погиб-
шими по механизму некроза [32, 33].

Исследование апоптоза опухолевых клеток 
с использованием красителя Annexin V. Гибель 
опухолевых клеток  AGS по механизму апопто-
за оценивали с помощью красителя Annexin V, 
используя набор реагентов Annexin V Apoptosis 
Detection Kit FITC («Invitrogen»; «Thermo Fisher 
Scientific») в соответствии с инструкциями произ-
водителя. Количество апоптотических клеток опре-
деляли методом проточной цитометрии на прибо-
ре NAVIOS EX Flow Cytometer («Beckman Coulter»). 
Окраска красителем Annexin V считалась призна-
ком ранней стадии апоптоза клетки. Двойное окра-
шивание Annexin V/PI – признаком поздней стадии 
апоптоза клетки или ее некроза. Жизнеспособны-
ми считались клетки, не имеющие окрашивания 
указанными выше красителями. Эксперименты  
повторяли 3 раза.

Анализ «заживления раны» в области мо-
нослоя опухолевых клеток AGS (Scratch-метод). 
Клетки AGS в количестве 1 × 106 засевали в лунки 
6-луночных плоскодонных планшетов («Corn
ing  Inc.»). Когда клетки достигали конфлюентно-
сти 90%, микропипеткой (200 мкл) наносили цара-
пину («рана») в области монослоя клеток. Лунки 
промывали фосфатно-солевым буфером  (PBS) и 
добавляли культуральную среду  (контроль), а 
также культуральную среду, содержащую OLE, 
5-FU или  Cis. Площадь закрытия «раны» оцени-
вали через различные интервалы времени (6, 12, 
24, 36 и 48 ч) с помощью световой микроскопии. 
Фотографии «раны» в области монослоя клеток 
исследовали с помощью программного обеспече-
ния ImageJ v1.53s (National Institute of Health, США). 
Эксперименты повторяли 3 раза.

Иммунофлуоресцентная микроскопия. 
Клетки AGS засевали на покровные стекла, пред-
варительно покрытые раствором поли-L-лизина 

(«Sigma-Aldrich») и культивировали в 6-луночных 
плоскодонных планшетах в течение 48 ч. Далее, к 
клеткам добавляли OLE, 5-FU или Cis (инкубация 
6 ч при комнатной температуре). После инкуба-
ции покровные стекла с клетками фиксировали 
4%-ным раствором формальдегида в течение 
15 мин при комнатной температуре. Для анализа 
экспрессии транскрипционного фактора SOX2 ис-
пользовали мышиные моноклональные антитела 
анти-SOX2, конъюгированных с флуорохромом 
Alexa Fluor® 488 (разведение 1 : 100; «Cell Signaling 
Technologies», # 5049S). Экспрессия транскрипци-
онного фактора SOX2 визуализировалась зеленым 
цветом при длине волны 488 нм. Ядро клетки ви-
зуализировали с помощью красителя DAPI («Cell 
Signaling Technologies», # 4083S). Изображения кле-
ток AGS были получены с помощью системы ви-
зуализации клеток EVOS  5000 cell imaging system 
(«Thermo Fisher Scientific»). Показатель интенсив-
ности свечения (H-score) клеток, экспрессирую-
щих SOX2, проводили c помощью методики, опи-
санной в нашей предыдущей работе [34].

Статистическая обработка результатов. Ко-
личественные различия уровней экспрессии РНК 
и микроРНК в опухолевой ткани  РЖ и неопухо-
левых тканях оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента для независимых выборок. Корреляци-
онный анализ Пирсона использовали для выявле-
ния связи между экспрессией гена CDH2 и уровнем 
длинной некодирующей РНК MALAT1 в тканях РЖ 
(при анализе результатов проектов TCGA и  GTEx 
в международных базах данных). Для анализа 
общей выживаемости больных РЖ использовали 
тест Каплана–Мейера. Различия в экспрессии ге-
нов-маркеров ЭМП в клетках AGS при их культи-
вировании с OLE и химиопрепаратами оценивали 
с помощью t-критерия Стьюдента для  независи-
мых выборок. Количественную оценку пролифера-
ции клеток AGS, их апоптоза, площади закрытия 
«раны» в области монослоя опухолевых клеток 
проводили методом однофакторного дисперсион-
ного анализа  (ANOVA). Для статистической обра-
ботки результатов экспериментов использова-
лось программное обеспечение GraphPad Prism 6 
(«GraphPad Software Inc.», США). Уровень статисти-
ческой значимости (р) считали равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия генов-маркеров эпителиально-
мезенхимального перехода у пациентов с раком 
желудка. Анализируя результаты проектов TCGA и 
GTEX, было установлено, что экспрессия гена CDH1, 
кодирующего белок кадгерин 1, была значитель-
но повышена в образцах  РЖ (n = 408) по сравне-
нию с неопухолевыми тканями (n = 211) (рис. 1, а).  
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Аналогичным образом, наша исследовательская 
группа подтвердила повышенную экспрессию РНК 
гена CDH1 в образцах РЖ (рис. 1, б). Однако разли-
чия в экспрессии гена CDH1 в образцах опухолей 
не влияли на общую выживаемость пациентов 
с РЖ, как показано на рис. 1, в. В то же время экс-
прессия гена CDH2, кодирующего белок кадгерин 2, 
была значительно ниже в образцах  РЖ  (n = 408) 
по сравнению с неопухолевыми тканями (n = 211) 
(рис. 1, г). В  образцах РЖ, полученных от паци-
ентов, участвующих в настоящем исследова-
нии, также наблюдалось снижение экспрессии 
гена  CDH2  (рис. 1, д). В  то же время в некоторых 
образцах РЖ отмечалась повышенная экспрессия 
гена  CDH2 по сравнению с неопухолевыми тка-
нями (рис. 1, г и д). Важно отметить, что у паци-
ентов с низкой экспрессией гена CDH2 отмечалось 
повышение общей выживаемости по сравнению 
с пациентами, имеющими высокую экспрессию 
гена CDH2 (рис. 1, е).

Далее, была изучена экспрессия транскрип-
ционных факторов, участвующих в процессе ЭМП. 
Было обнаружено, что экспрессия генов SNAI1 
и  ZEB1 (кодирующих одноименные белки SNAI1 
и  ZEB1) была значительно увеличена в образ-
цах опухолей пациентов с РЖ по сравнению с их 
неопухолевыми тканями (SNAI1: p < 0,001; ZEB1: 
p = 0,03; рис. 1, ж и з). В то же время изменения экс-
прессии гена TWIST1, кодирующего белок TWIST, 
отсутствовали (p > 0,05; рис. 1, и).

Таким образом, процесс ЭМП при РЖ был об-
условлен повышенной экспрессией генов SNAI1 
и ZEB1. Кроме того, в процессе ЭМП повышалась 
экспрессия гена CDH2, что сопровождалось сниже-
нием общей выживаемости пациентов.

Посттранскрипционная регуляция ЭМП 
при РЖ. Экспрессия lncRNA MALAT была повышена 
в образцах РЖ, полученных от пациентов, участ-
вующих в настоящем исследовании, по сравнению 
с их нормальными тканями. Такая же закономер-
ность характерна для экспрессии lncRNA MALAT1 
при анализе результатов проектов TCGA и  GTEX 
в международных базах данных (рис. 1, к и л). Экс-
прессия lncRNA MALAT1 не оказывала прямого влия-
ния на выживаемость пациентов с РЖ (рис. 1, м).  
Тем не менее lncRNA  MALAT1, взаимодействуя с 
5-UTR-сайтом РНК CDH2 (рис. 1, н), способствовала 
снижению ее экспрессии. Следовательно, повы-
шенная экспрессия lncRNA MALAT1, вызывая сни-
жение экспрессии гена CDH2, косвенно способству-
ет прогрессированию РЖ.

Экспрессия микроРНК (miR-23b-3p и miR-
200c-3p) была снижена в образцах РЖ, получен-
ных от пациентов, участвующих в настоящем 
исследовании, по сравнению с их нормальными 
тканями  (рис.  1, о  и  п). Показано, что miR-23b-3p 
имеет сайт связывания с РНК  MALAT1  (рис. 1,  р).  

Кроме того, miR-200c-3p взаимодействует с 3-UTR- 
сайтом РНК транскрипционного фактора  ZEB1 
(рис. 1, с).

Таким образом, при РЖ в регуляции экспрес-
сии генов  ЭМП играют роль также  микроРНК. 
Полученные результаты свидетельствуют, что 
miR-23b-3p может участвовать в посттранскрип-
ционной регуляции экспрессии lncRNA  MALAT1. 
Кроме того, miR-200c-3p может посттранскрипци-
онно регулировать экспрессию транскрипцион-
ного фактора  ZEB1, имеющего важное значение   
для ЭМП.

OLE усиливает цитотоксическую активность 
некоторых химиопрепаратов, используемых 
для лечения РЖ. Влияние OLE и химиопрепара-
тов  (5-FU и  Cis) на выживаемость и пролифера-
цию клеток  РЖ исследовали с использованием 
клеточной линии AGS (аденокарцинома желудка). 
Клетки  AGS характеризуются развитием  ЭМП, 
индуцированного повышенной экспрессией ге-
нов CDH2 и SNAI1 (рис. 2, а). По информации базы 
данных HPA, в клетках AGS активизированы сиг-
нальные пути, опосредованные киназами  PI3K 
и JAK/STAT (рис. 2, б), которые играют важную роль 
в развитии ЭМП [35, 36]. Было обнаружено, что при 
использовании OLE в концентрации 1,5 мг/мл жиз-
неспособность клеток AGS снижалась до 50% через 
24 ч инкубации (рис. 2, в и г). В то же время химио-
препараты 5-FU (25 мкМ) и Cis (20 мкМ) оказывали 
подобный эффект на клетки  AGS только спустя 
48 ч культивирования (рис. 2, д–з). При последую-
щем окрашивании клеток AGS, инкубированных 
в присутствии OLE и химиопрепаратов (5-FU, Cis) 
флуоресцентным красителем AO/PI, в них отмеча-
лись признаки апоптоза: увеличение конденсации 
хроматина (т.е. плотные зеленые и оранжевые об-
ласти) (рис. 2, и). Кроме того, признаки апоптоза в 
клетках AGS, индуцированных OLE и химиопрепа-
ратами (5-FU, Cis), были обнаружены методом про-
точной цитометрии с использованием красителя 
Annexin V (рис. 2, к).

Далее, исследовалась способность OLE модули-
ровать цитотоксическую и антипролиферативную 
активность 5-FU и Cis. Для этого клетки AGS культи-
вировали с комбинацией OLE и химиопрепаратов. 
OLE использовали в концентрации 1,5 мг/мл, 5-FU – 
25 мкМ, Cis  – 20 мкМ. При использовании комби-
нации OLE + Cis жизнеспособность клеток  AGS 
уменьшалась более значительно по сравнению с 
отдельным применением Cis (p < 0,0001; рис. 3, а).  
При использовании комбинации OLE сразу с двумя 
химиопрепаратами (OLE + 5-FU + Cis) жизнеспособ-
ность клеток  AGS снижалась более значительно, 
чем при использовании комбинаций OLE c од-
ним химиопрепаратом (OLE + 5-FU или  OLE + Cis; 
p = 0,0493; рис. 3,  б–г). Согласно шкале синергии 
Bliss, при использовании комбинации OLE + 5-FU 
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Рис. 1. Регуляция экспрессии генов эпителиально-мезенхимального перехода  (ЭМП) при раке желудка  (РЖ). 
а – Экспрессия гена CDH1 в ткани РЖ и неопухолевых тканях (база данных GEPIA); б – экспрессия гена CDH1 
в образцах  РЖ, полученных от пациентов, участвующих в настоящем исследовании; в  –  влияние наруше-
ния экспрессии гена  CDH1 на общую выживаемость пациентов с  РЖ (база данных  GEPIA); г  –  экспрессия 
гена CDH2 в ткани РЖ (база данных GEPIA); д – экспрессия гена CDH2 в образцах РЖ, полученных от пациен-
тов, участвующих в настоящем исследовании; е  –  влияние нарушений экспрессии гена  CDH2 на общую вы-
живаемость пациентов с РЖ (база данных GEPIA); ж–и – экспрессия генов SNAI1, ZEB1 и TWIST, кодирующих 
транскрипционные факторы, связанные с  ЭМП при  РЖ (база данных  GEPIA); к  –  экспрессия некодирующей 
РНК  MALAT1 при  РЖ (база данных  GEPIA); л  –  экспрессия некодирующей РНК  MALAT1 в образцах  РЖ, полу-
ченных от пациентов, участвующих в настоящем исследовании; м – взаимосвязь экспрессии некодирующей 
РНК  MALAT1 и общей выживаемости пациентов с  РЖ (база данных  GEPIA); н  –  взаимодействие некодирую-
щей РНК MALAT1 и гена CDH2 (база данных LncRRIsearch); о и п  – экспрессия miR-23b-3p и miR-200c при РЖ; 
р  –  связывание miR -23b-3p с сайтом некодирующей РНК  MALAT1 (база данных lncRNASNP); с  –  связывание  
miR-200c с сайтом гена  ZEB1 (база данных DIANA-TarBase). Уровень статистической значимости  (р) рассчи-
тывался с помощью t-критерия Стьюдента (для  а, б, г, д, ж–л, о и  п) и теста Каплана–Мейера (для  в, е и  м);  
* p < 0,05; TPM – число транскриптов на миллион картированных прочтений
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Рис. 2. Влияние OLE, 5-FU и Cis на жизнеспособность клеток AGS. а  – Экспрессия генов CDH2, SNAI1 и ZEB1 в 
различных клетках рака желудка (база данных  HPA); б  –  сигнальные пути в опухолевых клетках  AGS (база 
данных HPA); в – жизнеспособность клеток AGS при различных концентрациях OLE (инкубация 24, 48 и 72 ч); 
г – влияние половинной ингибирующей концентрации (IC50) OLE на пролиферации клеток AGS; д и ж – влия-
ние половинной ингибирующей концентрации (IC50) 5-FU на пролиферацию клеток AGS; е и з – влияние поло-
винной ингибирующей концентрации (IC50) Cis на пролиферацию клеток AGS; и – исследование способности 
OLE, 5-FU и  Cis индуцировать апоптоз клеток  AGS методом флуоресцентной микроскопии (окраска красите-
лем  AO/PI, содержащим акридиновый оранжевый  – АО и йодид пропидия  – PI); к  –  исследование способно-
сти OLE, 5-FU и Cis индуцировать апоптоз клеток AGS методом проточной цитометрии. Проводилась окраска 
опухолевых клеток красителями Annexin  V и йодидом пропидия  (PI). OLE  –  экстракт листьев Olea europaea; 
5-FU – 5-фторурацил; Cis – цисплатин. Уровень статистической значимости (р) рассчитывался методом одно-
факторного дисперсионного анализа (ANOVA) и с помощью апостериорного теста Тьюки; * p < 0,05; n = 3
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Рис. 3. Влияние комбинаций OLE (1,5 мг/мл) с 5-FU (25 мкМ) и Cis (20 мкМ) на жизнеспособность клеток AGS. 
а – Жизнеспособность клеток AGS при их культивировании с OLE в отдельности и в условиях комбинаций OLE 
с химиопрепаратами (OLE + 5-FU, OLE + Cis); n = 3. б–г – Исследование пролиферации клеток AGS при их куль-
тивировании с OLE, 5-FU, Cis и их комбинациями; д  – исследование взаимодействия OLE с химиопрепарата-
ми (5-FU, Cis) с использованием шкалы синергии Bliss; е – синергический эффект взаимодействия OLE и Cis в 
отношении клеток AGS (данные программного обеспечения Synergy Finder); ж – аддитивный эффект взаимо-
действия OLE и 5-FU (данные программного обеспечения Synergy Finder). OLE – экстракт листьев Olea europaea; 
5-фторурацил – 5-FU; цисплатин – Cis. Уровень статистической значимости (р) рассчитывался методом одно-
факторного дисперсионного анализа (ANOVA) и с помощью апостериорного теста Тьюки; * p < 0,05
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Рис. 4. Исследование способности OLE  (1,5  мг/мл), 5-FU  (25  мкМ), Cis  (20  мкМ) и их комбинаций индуциро-
вать гибель клеток  AGS по механизму апоптоза. а–в  –  Исследование способности комбинаций препаратов 
OLE  +  5-FU, OLE  +  Cis, OLE  +  5-FU  +  Cis индуцировать апоптоз клеток  AGS методом проточной цитометрии. 
Проводилась окраска опухолевых клеток красителями Annexin V и йодидом пропидия (PI); г и д – исследова-
ние способности препаратов OLE, 5-FU, Cis и комбинаций OLE  +  5-FU, OLE  +  Cis индуцировать апоптоз кле-
ток AGS методом вестерн-блоттинга. Маркеры апоптоза – расщепленные формы PARP1 и каспазы-3. β-Актин 
отражает уровень белка в образцах. На графиках – экспрессия расщепленных форм белков PARP1 и каспазы-3, 
выраженная в пикселях. OLE – экстракта листьев Olea europaea; 5-фторурацил – 5-FU; цисплатин – Cis. Уровень 
статистической значимости  (р) рассчитывался методом однофакторного дисперсионного анализа  (ANOVA) и 
с помощью апостериорного теста Тьюки; * p < 0,05; n = 3

наблюдался аддитивный эффект взаимодействия 
(SC = 5,43). Аналогичный аддитивный эффект 
наблюдался при использовании комбинации 
OLE + 5-FU + Cis (SC = 6,58). В  то же время при ис-
пользовании комбинации OLE + Cis наблюдался 
синергический эффект взаимодействия (SC = 29,83; 
рис. 3, д). Синергический эффект взаимодействия 
OLE и Cis в отношении клеток  AGS был выявлен 
с использованием R-пакета программного обеспе-
чения Synergy Finder (SC = 10,33; рис. 3, е). В то же 
время между OLE и 5-FU был выявлен аддитивный 
эффект взаимодействия (SC = 1,20; рис. 3, ж).

Таким образом, при использовании комби-
нации OLE + 5-FU цитотоксический эффект скла-
дывался из индивидуальных эффектов каждого 
препарата (аддитивный эффект взаимодействия). 
В  то же время при использовании комбинации 
OLE + Cis цитотоксический эффект был сильнее, 
чем индивидуальные эффекты каждого из препа-
ратов (синергический эффект взаимодействия).

После изучения эффектов взаимодействия 
OLE, 5-FU и Cis исследовалась их способность инду-
цировать гибель клеток AGS по механизму апоп-
тоза. При использовании комбинации OLE + 5-FU 
отмечался более выраженный апоптоз клеток AGS 
по сравнению с отдельным применением 5-FU 
(t = 9,64; p = 0,010; рис. 4, а). При комбинированном 
применении OLE и  Cis количество апоптотиче-
ских клеток  AGS значительно увеличивалось по 
сравнению с отдельным применением Cis (t = 5,62; 
p = 0,030; рис. 4, б). При использовании комбинации 
OLE с двумя химиопрепаратами (OLE + 5-FU + Cis) 
выраженность апоптоза клеток  AGS была более 
значительной по сравнению с отдельным при-
менением 5-FU  (t = 13,91; p = 0,005), Cis  (t = 13,41; 
p = 0,005) или комбинации 5-FU + Cis  (t = 20,3; p = 
= 0,002; рис.  4, в). Таким образом, при комбини-
рованном использовании OLE и химиопрепара-
тов (5-FU,  Cis) значительно усиливается гибель 
опухолевых клеток  AGS по механизму апоптоза,  
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что может способствовать уменьшению длитель-
ности курса химиотерапии у больных РЖ.

Способность OLE усиливать цитотоксическую 
активность химиопрепаратов (5-FU,  Cis) была 
подтверждена методом вестерн-блоттинга. При 
использовании комбинации OLE + 5-FU (p < 0,001) 
или OLE + Cis (p < 0,0023) в клетках AGS возрастала 
экспрессия маркера апоптоза (расщепленная фор-
ма PARP) по сравнению с отдельным применени-
ем 5-FU или Cis (рис. 4, г и д). Проапоптотическая 
активность OLE при его отдельном применении 
была ниже по сравнению с его использованием в 
комбинации с химиопрепаратами.

OLE способен регулировать процесс ЭМП в 
клетках РЖ. Влияние OLE на процесс ЭМП в клет-
ках AGS исследовали с использованием метода ве-
стерн-блоттинга и PCR. Было обнаружено, что OLE 
(p = 0,0060) и 5-FU (p = 0,0167) значительно снижают 
экспрессию гена CDH2 в клетках AGS (рис. 5, а). Кро-
ме того, под влиянием OLE в клетках AGS снижа-
лась экспрессия N-кадгерин (p =  0,0001; рис. 5, б и в). 
При использовании комбинации OLE + 5-FU в клет-
ках AGS экспрессия гена CDH2 (p = 0,0165) и коди-
руемого им белка N-кадгерин (p = 0,008) снижалась 
более значительно по сравнению с отдельным 
применением 5-FU (рис.  5,  а  и  б). Под влиянием 
OLE в клетках AGS снижалась экспрессия вимен-
тина (p = 0,0165) и клаудина-1 (p = 0,025; рис. 5, б). 
При использовании комбинации OLE + 5-FU в 
клетках AGS экспрессия виментина и клаудина-1 
снижалась более значительно по сравнению с 
отдельным применением OLE или 5-FU (рис. 5, б). 
При  комбинированном применении OLE и 5-FU 
экспрессия E-кадгерина не изменялась по сравне-
нию с контролем  (рис.  5. б). Таким образом, OLE 
ингибирует ЭМП в клетках AGS, что, вероятно, и 
обусловливает повышение чувствительности опу-
холевых клеток к химиопрепаратам.

Было показано, что под влиянием Cis экспрес-
сия гена CDH2 в клетках AGS не изменялась по срав-
нению с контролем. При использовании комбина-
ции OLE + Cis в клетках AGS экспрессия гена CDH2 
снижалась незначительно. В  то же время при 
комбинированном применении OLE и Cis в клет-
ках AGS экспрессия N-кадгерина снижалась более 
значительно по сравнению с отдельным примене-
нием OLE или Cis (p = 0,0061; рис. 5, в). Наконец, при 
использовании комбинации OLE с двумя химио-
препаратами (OLE + 5-FU + Cis) в клетках AGS резко 
снижалась экспрессия гена CDH2 по сравнению с 
комбинацией только химиопрепаратов 5-FU + Cis 
(p = 0,0193; рис. 5, а).

Таким образом, ингибирующий эффект 
комбинации OLE + 5-FU на экспрессию гена CDH2 
в  клетках  AGS обусловлен их аддитивным взаи
модействием. В  соответствии с этими резуль-
татами было обнаружено, что OLE усиливает  

экспрессию miR-23b-3p в клетках  AGS (p < 0,001; 
рис. 5, г). Ранее было продемонстрировано, что 
miR-23b-3p взаимодействует с геном  CDH2 через 
lncRNA  MALAT1  (рис.  1,  о  и  с). Химиопрепараты 
5-FU и Cis при отдельном использовании и в ком-
бинации (5-FU + Cis) не оказывали влияния на экс-
прессию miR-23b-3p. В то же время при комбини-
рованном применении OLE и химиопрепаратов 
(OLE + 5-FU, OLE + Cis и OLE + 5-FU + Cis) экспрессия  
miR-23b-3p значительно повышалась по сравне
нию с отдельным применением 5-FU (p = 0,0293),  
Cis (p < 0,001) и комбинации 5-FU  +  Cis (p = 0,0002; 
рис. 5, г).

Таким образом, в клетках AGS при использо-
вании комбинации OLE + 5-FU резко повышается 
экспрессия miR-23b-3p. Данная микроРНК, взаимо-
действуя с геном CDH2, снижает его экспрессию, 
что проявляется уменьшением синтеза N-кадгери-
на в опухолевых клетках.

Далее, было обнаружено, что под влиянием 
OLE в клетках AGS снижалась экспрессия гена 
транскрипционного фактора ZEB1, участвующего 
в процессе  ЭМП (p = 0,022; рис. 5, д). При отдель-
ном использовании 5-FU экспрессия гена ZEB1 не 
изменялась по сравнению с контролем. Тем не 
менее при использовании комбинации OLE + 5-FU 
экспрессия гена  ZEB1 в клетках  AGS также не 
изменялась. В противоположность, при отдель-
ном использовании Cis экспрессия гена  ZEB1 в 
клетках AGS увеличивалась по сравнению с кон-
тролем  (p = 0,0039). Использование комбинации 
OLE + Cis обусловливало снижение экспрессии 
гена  ZEB1 в клетках  AGS  (p = 0,0189). При комби-
нированном использовании химиопрепаратов 
(5-FU + Cis) также отмечалось снижение экспрес-
сии гена ZEB1 в клетках AGS  (p = 0,0033; рис. 5, д). 
В соответствии с этими результатами было обна-
ружено, что OLE усиливает экспрессию miR-200c 
в клетках  AGS  (рис. 5, е). Ранее было продемон-
стрировано, что miR-200c имеет сайт связывания 
с геном  ZEB1  (рис. 1, с). При использовании ком-
бинации OLE + 5-FU не отмечалось увеличения 
экспрессии miR-200c по сравнению с отдельным 
использованием 5-FU. В  то же время при комби-
нированном применении OLE + Cis экспрессия 
miR-200c значительно повышалась по сравне-
нию с отдельным использованием Cis (p = 0,0132). 
А  при  использовании комбинации OLE с двумя 
химиопрепаратами (OLE + 5-FU + Cis) также отмеча-
лось усиление экспрессии miR-200c по сравнению 
с комбинированным применением только химио-
препаратов (5-FU + Cis) (p < 0,001; рис. 5, е). Таким 
образом, в клетках AGS под влиянием Cis увеличи-
вается экспрессия гена ZEB1, участвующего в про-
цессе  ЭМП. При комбинированном применении 
OLE + Cis в клетках повышается экспрессия miR-200c, 
которая имеет сайт связывания с геном  ZEB1.  
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Рис. 5. Исследование способности OLE  (1,5  мг/мл), 5-FU  (25  мкМ), Cis  (20  мкМ) и их комбинаций ингибиро-
вать процесс эпителиально-мезенхимального перехода (ЭМП) в клетках AGS. а – Анализ экспрессии гена CDH2 
в клетках  AGS под влиянием OLE, 5-FU, Cis и их комбинаций. б  и  в  –  Изучение способности OLE, 5-FU, Cis  
и их комбинаций ингибировать процесс ЭМП в клетках  AGS методом вестерн-блоттитнга. Представлен ана-
лиз экспрессии N-кадгерина, E-кадгерина, виментина и клаудина-1, участвующих в процессе  ЭМП. β-Актин 
отражает уровень белка в образцах. На графиках – экспрессия изучаемых белков ЭМП, выраженная в пиксе-
лях. г  –  Анализ экспрессии miR-23b-3p в клетках  AGS, культивированных в течение 72 ч в присутствии OLE, 
5-FU, Cis и их комбинаций; д – анализ экспрессии гена ZEB1 в клетках AGS, культивированных в течении 72 ч 
в присутствии OLE, 5-FU, Cis и их комбинаций; е – анализ экспрессии miR-200c в клетках AGS, культивирован-
ных в течение 72 ч в присутствии OLE, 5-FU, Cis и их комбинаций; ж – анализ экспрессии гена SNAI1 в клетках 
AGS, культивированных в течение 72 ч в присутствии OLE, 5-FU, Cis и их комбинаций. OLE – экстракт листьев  
Olea europaea; 5-фторурацил  – 5-FU; цисплатин  – Cis. Уровень статистической значимости  (р) рассчитывался 
с помощью t-критерия Стьюдента для независимых выборок; * p < 0,05; n = 3

В  результате при использовании комбинации 
OLE + Cis экспрессия гена ZEB1 в клетках AGS резко 
снижается, т.к. miR-200c, связываясь с сайтом гена 
ZEB1, подавляет его экспрессию (посттранскрипци-
онная регуляция экспрессии гена).

Экспрессия гена транскрипционного факто-
ра SNAI1 в клетках AGS не изменялась при отдель-

ном использовании OLE и 5-FU, а также их комби-
нации (рис. 5, ж). Напротив, экспрессия гена SNAI1 
в клетках AGS резко повышалась при отдельном 
применении Cis (p = 0,0435; рис. 5, ж). При использо-
вании комбинации OLE + Cis экспрессия гена SNAI1 
снижалась по сравнению с отдельным приме-
нением Cis  (p = 0,0659). При комбинированном  
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Рис. 6. Изучение влияние OLE (1,5 мг/мл), 5-FU (25 мкМ), Cis  (20 мкМ) и их комбинаций на экспрессию белка 
SOX2 в клетках AGS методом иммунофлуоресцентной микроскопии. а и б – Клетки AGS инкубировали с OLE 
в течение 24 ч, с химиопрепаратами – 48 ч, с комбинацией OLE + химиопрепараты – 24 ч. Экспрессия белка 
SOX2 – зеленое свечение (определялось при длине волны 488 нм). Ядро клетки визуализировано с помощью  
красителя DAPI (синее окрашивание). в  –  Интенсивность свечения SOX2 в клетках  AGS. Показатель интен-
сивности свечения (H-score) для каждого образца рассчитывали по формуле: количество окрашенных кле-
ток (в  %)  ×  интенсивность окрашивания клеток. OLE  – экстракт листьев Olea europaea; 5-фторурацил  – 5-FU;  
цисплатин  – Cis. Уровень статистической значимости  (р) рассчитывался с помощью t-критерия Стьюдента 
для независимых выборок; * p < 0,05; n = 3

применении OLE с двумя химиопрепаратами (OLE + 
+ 5-FU + Cis) экспрессия гена SNAI1 лишь незначи-
тельно снижалась по сравнению с комбиниро-
ванным применением только химиопрепаратов 
(5-FU + Cis; p = 0,2759; рис. 5, ж).

OLE за счет ингибирования процесса ЭМП 
изменяет фенотип клеток AGS. Было продемон-
стрировано, что в клетках AGS активизированы 
сигнальные пути, опосредованные киназами PI3K 
и JAK/STAT (рис. 2, б), которые играют важную роль 
в развитии ЭМП. Киназы PI3K и  JAK/STAT способ-
ствуют повышению экспрессии в клетках тран-
скрипционного фактора SOX2, играющего важ-
ную роль в формировании фенотипа стволовых 

клеток [36–38]. В связи с этим было изучено влия-
ние  OLE, химиопрепаратов и их комбинаций на  
экспрессию белка SOX2 в клетках AGS методом им-
мунофлуоресцентной микроскопии. При отдель-
ном использовании OLE, 5-FU и Cis в клетках AGS 
отмечалось снижение экспрессии SOX2. Наиболь-
ший эффект оказывал OLE (рис. 6, а). При комбини-
рованном применении OLE и 5-FU экспрессия SOX2 
снижалась более значительно по сравнению с 
отдельным применением 5-FU. Аналогично, при 
комбинированном применении OLE и Cis экспрес-
сия SOX2 снижалась более значительно по срав-
нению с отдельным применением Cis (рис. 6, б). 
При использовании комбинации OLE с двумя 
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Рис. 7. Изучение влияние OLE (1,5 мг/мл), 5-FU (25 мкМ), Cis (20 мкМ) на скорость миграции клеток AGS. а – Cве-
товая микроскопия поврежденного участка монослоя клеток  AGS через различные промежутки времени  
(при повреждении – 0 ч, через 24 ч, через 48 ч). 1 – Контроль; 2 – OLE; 3 – 5-FU; 4 – OLE + 5-FU; 5 – Cis; 6 – OLE + Cis; 
7 – 5-FU + Cis; 8 – OLE + 5-FU + Cis. б – Изменение «области раны» (поврежденного участка монослоя клеток AGS) 
под влиянием OLE, химиопрепаратов и их комбинаций. Справа на графике – изменение «области раны» под 
влиянием OLE, химиопрепаратов и их комбинаций в первые 24 ч. Уровень статистической значимости (р) рас-
считывался методом однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA); * p < 0,05; n = 3

химиопрепаратами (OLE + 5-FU + Cis) отмечалось 
наиболее выраженное снижение экспрессии SOX2 
в клетках AGS (рис. 6, б). Полученные результаты 
коррелируют с показателем интенсивности свече-
ния (H-score) SOX2 в клетках AGS (рис. 6, в).

OLE подавляет миграцию клеток AGS за счет 
ингибирования процесса их ЭМП. Влияние OLE 
на миграцию клеток AGS исследовали с помощью 
Scratch-метода (Анализ заживления «раны» в обла-
сти монослоя опухолевых клеток). В контрольном 
образце поврежденный участок («рана») в области 
монослоя клеток AGS полностью закрылась через 
48 ч  (p < 0,0001). В то же время закрытие повреж-
денного участка при отдельном использовании 
OLE, 5-FU и Cis через 48 ч не наступало (рис. 7). 
Под влиянием OLE закрытие поврежденного 
участка существенно снижалось в первые 24 ч 
(p < 0,0001). Ингибирующий эффект 5-FU (p < 0,05) 
и Cis (p < 0,0001) на закрытие поврежденного участ-
ка отмечался только через 48 ч. При этом ингиби-
рующий эффект Cis был менее выражен по срав
нению с OLE и 5-FU (p < 0,0001). При использовании 
комбинаций OLE с химиопрепаратами (OLE + 5-FU 

и OLE + Cis) ингибирующий эффект был более 
выраженным по сравнению с отдельным приме-
нением 5-FU (p < 0,0001) и Cis (p < 0,0001): закрытие 
поврежденного участка замедлялось в первые 24 ч 
и не завершалось через 48 ч.

При использовании комбинации OLE с двумя 
химиопрепаратами (OLE + 5-FU + Cis) ингибирую-
щий эффект был более выраженным по сравнению 
с комбинированным применением только химио-
препаратов (5-FU + Cis; p < 0,0001; рис. 7). Таким об-
разом, OLE за счет ингибирования процесса ЭМП в 
клетках AGS снижал их способность к миграции. 
Кроме того, OLE усиливал ингибирующий эффект 
на миграцию клеток химиопрепаратов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Эпителиально-мезенхимальный переход яв-
ляется хорошо известным фактором, способствую-
щим прогрессированию роста злокачественной 
опухоли [39]. Опухолевые клетки за счет ЭМП при-
обретают подвижность, что усиливает инвазивный  
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рост опухоли в соседние ткани и облегчает раз-
витие метастазов. Кроме того, за счет  ЭМП опу-
холевые клетки приобретают резистентность к 
химиопрепаратам, что повышает риск развития 
рецидива опухоли после проведенного лече-
ния  [36]. Таким образом, ингибирование процес-
са ЭМП может стать новым перспективным подхо-
дом в терапии злокачественных новообразований.

В процессе ЭМП у опухолевых клеток нару-
шается экспрессия молекул адгезии, в частности 
кальций-зависимых белков-кадгеринов. В  част-
ности, при  ЭМП экспрессия кадгерина-2 (N-кад-
герин), кодируемого геном CDH2, увеличивается. 
Напротив, экспрессия кадгерина-1 (E-кадгерин), 
кодируемого геном CDH1, снижается. Такое нару-
шение экспрессии белков-кадгеринов, обозначае-
мое термином «cadherin switch», является одним 
из ключевых признаков ЭМП [40, 41].

В настоящей работе, соответствуя вышепри-
веденным данным, показано, что у большинства 
пациентов с раком желудка отмечается снижение 
экспрессии гена CDH1 и повышение экспрессии 
гена CDH2 (анализ результатов проектов TCGA и 
GTEx). Кроме того, у пациентов с  РЖ, имеющих 
повышенную экспрессию гена CDH2, отмеча-
лось снижение показателя общей выживаемо-
сти (рис. 1, г–е). Нами было обнаружено, что повы-
шенная экспрессия lncRNA  MALAT1 коррелирует 
со снижением общей выживаемости пациентов 
с  РЖ  (рис. 1, к–м). Известно, что lncRNA  MALAT1 
эпигенетически подавляет экспрессию белка 
E-кадгерин, способствуя развитию  ЭМП в опу-
холевых клетках  [42]. Кроме того, показано, что 
lncRNA  MALAT1 имеет сайт связывания с ге-
ном CDH2 и ее повышенная экспрессия указывает 
на прогрессирование РЖ [43]. Продемонстрирова-
но, что miR-23b-3p способна снижать экспрессию 
lncRNA  MALAT1  [44]. Напротив, при низкой экс-
прессии miR-23b-3p повышается инвазивный рост 
опухолевых клеток и их способность к миграции, 
что является признаком развития  ЭМП  [45]. В  то 
же время при повышении экспрессии miR-23b-3p 
происходит увеличение экспрессии и кадгерина-2 
и снижение экспрессии транскрипционного фак-
тора SNAIL. Известно, что транскрипционный 
фактор SNAIL участвует в развитии ЭМП, подавляя 
экспрессию кадгерина-1 и стимулируя экспрессию 
lncRNA MALAT1. В результате под влиянием тран-
скрипционного фактора SNAIL снижаются адгезив-
ные свойства опухолевых клеток и повышается их 
подвижность [45–47]. Следует отметить, что за счет 
повышенной экспрессии miR-23b-3p подавляются 
опосредованные lncRNA MALAT1 химиорезистент-
ные свойства опухолевых клеток РЖ [44]. Мы не 
смогли обнаружить прямое взаимодействие между 
miR-23b-3p и транскрипционным фактором SNAIL. 
Тем не менее при изучении базы данных  SNP 

в lncRNA были обнаружены возможности прямого 
взаимодействия между микроРНК miR-23b-3p и 
lncRNA MALAT1. Показано, что у пациентов с РЖ 
в опухолевой ткани отмечается низкий уровень 
экспрессии miR-23b-3p по сравнению с прилегаю-
щими нормальными тканями [44]. Обнаруженные 
нами нарушения экспрессии генов CDH1 и CDH2 у 
пациентов с РЖ соответствуют ранее опубликован-
ным результатам проекта TCGA, приведенным в 
международной базе данных. Поэтому результаты 
настоящего исследования могут быть использова-
ны для клинических рекомендаций больным РЖ. 
Согласно полученным нами результатам, в клет-
ках РЖ при снижении экспрессии miR-23b-3p нара-
стает экспрессия lncRNA MALAT1. В результате по-
вышается экспрессия гена CDH2, что способствует 
развитию ЭМП в опухолевых клетках и прогресси-
рованию заболевания.

Развитие ЭМП в опухолевых клетках, помимо 
описанного выше нарушения экспрессии белков-
кадгеринов («cadherin switch»), характеризуется 
активацией транскрипционных факторов ZEB1, 
SNAI1 и  TWIST  [4]. Согласно результатам проек-
тов TCGA и GTEx, при РЖ в развитии ЭМП наи-
более важную рол играет повышенная экспрессия 
транскрипционных факторов ZEB1 и SNAI1, чем 
экспрессия TWIST. Изменение экспрессии тран-
скрипционного фактора  ZEB1 рассматривается в 
качестве маркера прогрессирования солидных опу-
холей, в том числе РЖ [48, 49].

Показано, что экспрессия ZEB1 контролиру-
ется miR-200c [50]. При изучении базы данных SNP 
в lncRNA было обнаружено взаимодействие между 
транскрипционным фактором ZEB1 и miR-200c. 
Экспрессия miR-200c была снижена в образцах РЖ, 
полученных от пациентов, участвующих в настоя-
щем исследовании, по сравнению с их нормаль-
ными тканями. Вероятно, вследствие снижения 
экспрессии miR-200c при РЖ отмечалась высокая 
экспрессия транскрипционного фактора ZEB1 в 
опухолевых клетках. Продемонстрировано, что 
транскрипционный фактор SNAI1 способен взаи-
модействовать с членами семейства miR-200, на-
пример, с miR-203 [51]. Хотя мы и не обнаружили 
прямого взаимодействия между транскрипцион-
ным фактором SNAI1 и miR-200с, продемонстриро-
вано его участие в передаче сигнала между ZEB1 
и miR-200c  [51]. Таким образом, согласно полу-
ченным результатам, признаками развития ЭМП 
в клетках  РЖ являются: повышенная экспрессия 
генов CDH2, ZEB1 и SNAI1, повышенная экспрессия 
lncRNA MALAT1, сниженная экспрессия miR-23b-3p 
и miR-200c. Указанные признаки свидетельствуют 
о неблагоприятном течении заболевания и высо-
ком риске развития метастазов.

Поскольку ЭМП способствует прогрессиро-
ванию опухолевого роста и развитию химио-
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резистентности, ингибирование этого процесса  
может стать новым перспективным подходом 
в терапии злокачественных новообразований. 
В частности, в предыдущем исследовании мы про-
демонстрировали ингибирование процесса ЭМП 
в клетках глиобластомы за счет использования 
OLE  [15]. Кроме того, OLE ингибировал экспрес-
сию lncRNA MALAT1 в клетках РЖ [18]. Поэтому в 
настоящей работе мы исследовали влияние OLE 
на экспрессию генов CDH1, CDH2, ZEB1, SNAI1, экс-
прессию lncRNA MALAT1, а также экспрессию miR-
23b-3p и miR-200c, т.е. факторов, играющих важную 
роль в развитии ЭМП в опухолевых клетках. Иссле-
дования проводились на клетках  РЖ линии  AGS 
(аденокарцинома), в которых отмечаются низ-
кая экспрессия гена CDH2 и высокая экспрессия 
генов, кодирующих транскрипционные факторы, 
ZEB1 и SNAI1. Кроме того, мы исследовали способ-
ность OLE модулировать чувствительность клеток 
AGS к химиопрепаратам, применяемым в тера-
пии РЖ: 5-FU и Cis.

Мы показали, что под влиянием OLE в клет-
ках AGS снижалась экспрессия гена CDH2 и коди-
руемого им белка N-кадгерин (рис. 5, а и б). Кроме 
того, под влиянием OLE в клетках  AGS снижа-
лась экспрессия белков виментин и клаудин-1.  
Под действием OLE в клетках  AGS также снижа-
лась экспрессия транскрипционного фактора ZEB1. 
Вероятно, экспрессия указанных белков ЭМП сни-
жалась на посттранскрипционном уровне за счет 
воздействия miR-23b-3p и miR-200c на соответ-
ствующие гены. Под влиянием OLE экспрессия 
данных микроРНК в клетках  AGS повышалась. 
Продемонстрировано, что miR-23b-3p подавляет 
экспрессию lncRNA  MALAT1  [18, 44]. Полученные 
нами результаты указывают, что OLE не оказывал 
влияния на экспрессию транскрипционного факто-
ра SNAI1 (вероятно, miR-23b-3p и miR-200c не име-
ют сайта связывания с данным транскрипцион- 
ным фактором).

Мы также обнаружили, что под влиянием OLE 
в клетках  AGS значительно снижается экспрес-
сия белка SOX2, играющего важную роль в фор-
мировании фенотипа стволовых клеток  (рис.  6).  
Экспрессия SOX2 в зависимости от молекулярных 
особенностей клеток по-разному влияет на раз-
витие опухолевого процесса. Она может рассма-
триваться как в качестве маркера прогрессиро-
вания опухоли, так и в качестве благоприятного 
прогностического признака для больного  [52]. 
Показано, что в клетках AGS отмечается повышен-
ная экспрессия SOX2 [53]. Экспрессию SOX2 в клет-
ках  AGS индуцирует белок клаудин-6. Показано 
участие клаудина-6 в развитии  ЭМП за счет его 
взаимодействия с транскрипционным фактором 
SNAI1 [53, 54]. Кроме того, повышенная экспрессия 
SOX2 в клетках AGS может быть обусловлена акти-

вацией сигнальных путей, опосредованных кина-
зами JAK-STAT и  PI3K  [36–38]. Мы показали, что 
под влиянием OLE уменьшалась способность кле-
ток AGS к миграции  (рис.  7). Ослабление способ-
ности опухолевых клеток к миграции возникает 
вследствие усиления их адгезивных свойств [55]. 
Вероятно, OLE изменяет фенотип клеток AGS, что 
проявляется ингибированием процесса их ЭМП и 
соответствующим снижением способности к ми-
грации и усилением адгезивных свойств.

Развитие ЭМП также сопровождается при-
обретением опухолевыми клетками резистент-
ности к химиопрепаратам и лучевой терапии [56]. 
В  частности, в опухолевых клетках подавляется 
программа апоптоза, которая должна запускаться 
в ответ на грубое повреждение ДНК химиопре-
паратами [57]. Продемонстрирована способность 
OLE индуцировать апоптоз клеток различных опу-
холей: меланома, глиобластома, гепатоцеллюляр-
ная карцинома, рак молочной железы, рак толстой 
кишки и рак шейки матки [19, 54–63]. OLE индуци-
ровал апоптоз опухолевых клеток за счет воздей-
ствия на различные внутриклеточные процессы: 
нарушение деления раковых стволовых клеток, 
повреждение митохондрий, ослабление репара-
ции повреждений ДНК, нарушение секреции фак-
торов роста, нарушение ангиогенеза и инвазивно-
го роста и др. [18, 19, 26, 58, 60, 62–66]. Способность 
OLE индуцировать апоптоз клеток РЖ обусловлена 
ингибированием процесса их ЭМП. Данный меха-
низм согласуется с результатами нашей предыду-
щей работы, где OLE индуцировал апоптоз клеток 
глиобластомы [15]. Вероятно, ингибирование ЭМП 
является универсальным механизмом, способ-
ствующим развитию программированной гибели 
различных типов опухолевых клеток. Кроме того, 
под влияние OLE усиливалась проапоптотическая 
активность химиопрепаратов, используемых для 
терапии  РЖ в настоящее время: 5-FU и  Cis. Под 
влиянием комбинаций OLE с химиопрепаратами 
(OLE + 5-FU, OLE + Cis) в клетках AGS значительно 
повышалась экспрессия маркеров апоптоза (на-
пример, появление расщепленной формы  PARP1 
и увеличение количества Annexin V-позитивных 
клеток) (рис. 4). Кроме того, под влиянием OLE сни-
жалась половинная ингибирующая доза (IC50) ука-
занных химиопрепаратов для клеток AGS (рис. 3). 
Для OLE и Cis был обнаружен синергический ме-
ханизм взаимодействия  (рис.  3,  д  и  е), а для OLE 
и  5-FU  – аддитивный механизм взаимодействия. 
Указанные механизмы, таким образом, подтвер-
ждают способность OLE повышать чувствитель-
ность клеток РЖ к химиопрепаратам [67].

Мы также показали, что проапоптотическая 
активность OLE может быть связана с его способ-
ностью ингибировать ЭМП в клетках  РЖ. Было 
обнаружено, что OLE усиливал ингибирование 
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химиопрепаратами экспрессии гена CDH2 и тран-
скрипционного фактора ZEB1. Данный механизм 
обусловлен способностью OLE индуцировать в 
клетках  AGS экспрессию miR-23b-3p и miR-200c. 
Продемонстрировано, что miR-23b-3p подавляет 
экспрессию lncRNA  MALAT1  [18], в то же время 
miR-200c участвует в снижении экспрессии тран-
скрипционного фактора ZEB1. При комбиниро-
ванном использовании OLE и химиопрепаратов 
в клетках AGS ослаблялся процесс ЭМП, что при-
водило к снижению способности опухолевых кле-
ток к миграции и уменьшению экспрессии в них 
белка SOX2. В клетках AGS под влиянием OLE и его 
комбинаций с химиопрепаратами отмечалось сни-
жение экспрессии клаудина-1. Продемонстрирова-
но, что при нокауте гена, кодирующего клаудин-1, 
в клетках рака печени ослабляются процессы ауто-
фагии, что повышает чувствительность опухоле-
вых клеток к 5-FU [68]. Кроме того, показано, что 
при нокауте гена, кодирующего клаудин-1, повы-
шается чувствительность клеток рака яичников 
к карбоплатину и паклитакселу как in vitro, так и 
in vivo [69]. Следовательно, способность OLE повы-
шать чувствительность клеток AGS к химиопрепа-
ратам может быть также обусловлена ингибирова-
нием экспрессии клаудина-1. Кроме того, недавнее 
исследование показало, что транскрипционный 
фактор SNAIL усиливает ЭМП за счет повышения 
экспрессии N-кадгерина в клетках остеосаркомы, 
что сопровождается усилением их инвазивного 
роста и способности к миграции  [70]. Продемон-
стрировано, что под влиянием транскрипцион-
ного фактора SNAIL усиливалась способность к 
миграции клеток AGS. Наши результаты показыва-
ют, что OLE за счет способности индуцировать экс-
прессию miR-23b-3p может модулировать экспрес-
сию транскрипционного фактора SNAI1. Данный 
механизм обусловлен способностью miR-23b-3p 
оказывать влияние на взаимодействие гена CDH2 
и lncRNA  MALAT1  [71]. Для полного понимания 
механизмов противоопухолевой активности OLE 
необходимы дальнейшие эксперименты с исполь-
зованием различных клеточных линий РЖ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Значительный прогресс в лечении локали-
зованного (неметастатического) рака желудка 
был достигнут за счет сочетанного применения 
хирургической операции и курсов пред- и после-
операционной химиотерапии. В то же время по-
казатели безрецидивной выживаемости и общей 
выживаемости у пациентов с метастатическими 
и рецидивирующими формами  РЖ продолжают 

оставаться на низком уровне. Это обусловлено раз-
витием резистентности опухолевых клеток к хи-
миопрепаратам. Важную роль в прогрессировании 
злокачественной опухоли играет процесс  ЭМП. 
В представленной работе было изучено влияние 
экстракта листьев Olea europaea на процесс ЭМП 
в клетках  РЖ и их чувствительности к химио-
препаратам. Показана способность OLE ингибиро-
вать ЭМП, а также усиливать гибель клеток РЖ по 
механизму апоптоза in vitro. В частности, при ком-
бинированном применении OLE с химиопрепа-
ратами 5-FU и Cis отмечалась выраженная гибель 
опухолевых клеток  РЖ по механизму апоптоза. 
Кроме того, при использовании комбинации OLE 
с химиопрепаратами значительно снижалась ми-
грация и инвазивный рост опухолевых клеток РЖ. 
Таким образом, представленная работа свидетель-
ствует о способности OLE индуцировать апоптоз 
клеток  РЖ за счет подавления процесса их ЭМП 
и повышения чувствительности к химиопрепара-
там (5-FU и Cis).
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The overall survival of patients with the advanced and recurrent gastric cancer (GC) remains unfa-
vorable. In particular, this is due to cancer spreading and resistance to chemotherapy associated with 
the epithelial-mesenchymal transition (EMT) of tumor cells. EMT can be identified by the transcrip-
tome profiling of GC for EMT markers. Indeed, analysis of the TCGA and GTEx databases (n = 408) and 



ТЕКИН и др.130

БИОХИМИЯ том 89 вып. 1 2024

a cohort of GC patients (n = 43) revealed that expression of the CDH2 gene was significantly decreased 
in the tumors vs. non-tumor tissues and correlated with the overall survival of GC patients. Expression 
of the EMT-promoting transcription factors SNAIL and ZEB1 was significantly increased in GC. These 
data suggest that targeting the EMT might be an attractive therapeutic approach for patients with GC.  
Previously, we demonstrated a potent anti-cancer activity of the olive leaf extract (OLE). However, its ef-
fect on the EMT regulation in GC remained unknown. Here, we showed that OLE efficiently potentiated 
the inhibitory effect of the chemotherapeutic agents 5-fluorouracil (5-FU) and cisplatin (Cis) on the EMT 
and their pro-apoptotic activity, as was demonstrated by changes in the expression of the EMT mark-
ers (E- and N-cadherins, vimentin, claudin-1) in GC cells treated with the aforementioned chemother-
apeutic agents in the presence of OLE. Thus, culturing GC cells with 5-FU + OLE or Cis + OLE attenuated 
the invasive properties of cancer cells. Importantly, upregulation of expression of the apoptotic mark-
ers (PARP cleaved form) and increase in the number of cells undergoing apoptosis (Annexin V-positive)  
were observed for GC cells treated with a combination of OLE and 5-FU or Cis. Collectively, our data illus-
trate that OLE efficiently interferes with the EMT in GC cells and potentiates the pro-apoptotic activity of 
certain chemotherapeutic agents used for GC therapy.

Keywords: gastric cancer, Olea europaea leaf extract, epithelial-mesenchymal transition, apoptosis, chemo-
therapeutic agents, cadherin 2, SOX2, non-coding RNA, miR-23b-3p, anti-cancer effect
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Сердечный миозин-связывающий белок С (cMyBP-C) – один из важных элементов контроля цикла 
миозинового мостика. С-Терминальная часть cMyBP-C располагается на поверхности толстой 
нити, а N-концевая часть cMyBP-C взаимодействует с актином, миозином и тропомиозином, 
влияя как на кинетику цикла гидролиза ATP и время жизни поперечного мостика, так и на каль-
циевую регуляцию актин-миозинового взаимодействия, модулируя тем самым сократительную 
функцию миокарда. Роль cMyBP-C в сокращении предсердий практически не изучена. Мы иссле-
довали влияние N-терминального C0-С1-m-C2 (С0-С2) фрагмента cMyBP-C на актин-миозиновое 
взаимодействие, используя предсердный и желудочковый миозин в in vitro подвижной системе. 
Фрагмент С0-С2 cMyBP-C существенно снижал максимальную скорость скольжения тонких нитей 
по обеим изоформам миозина и увеличивал кальциевую чувствительность актин-миозинового 
взаимодействия. Фрагмент С0-С2 по-разному влиял на кинетику обмена нуклеотидов, ATP и ADP, 
увеличивая аффинность желудочкового миозина к ADP и уменьшая аффинность предсердного 
миозина. Влияние фрагмента С0-С2 на активацию тонкой нити зависело от изоформ миозина. 
Предсердный миозин слабее активирует тонкую нить, чем желудочковый, а фрагмент С0-С2 
делает эти различия изоформ миозина более выраженными.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сердечный миозин-связывающий белок С, миокард, предсердный и желу-
дочковый миозин, сердечная мышца, регуляторные белки, актин-миозиновое взаимодействие, 
кальциевая регуляция, активация тонкой нити, in vitro подвижная система.

DOI: 10.31857/S0320972524010076 EDN: YRFXII

Принятые сокращения: ИПС – in vitro подвижная система; ТЦМ – тяжёлые цепи миозина; cMyBP-C – сердеч-
ный миозин-связывающий белок С; RLC – регуляторные лёгкие цепи миозина; S1 и S2 – субфрагменты 1 и 2 мио-
зина; Tn – тропониновый комплекс; Tpm – тропомиозин.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Сердечный миозин-связывающий белок  С 
(cMyBP-C)  – белок саркомера кардиомиоцита, 
который модулирует актин-миозиновое взаимо-

действие, влияя на характеристики сокращения 
сердца. cMyBP-C определяет скорости сокращения 
и расслабления миокарда [1–4]. Молекула cMyBP-C 
имеет массу ~140 кДа и состоит из восьми иммуно-
глобулиновых и трех фибронектиновых доменов, 
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обозначаемых от C0 до С10, начиная с N-конца. 
Между доменами С1 и С2 находится m-мотив, со-
держащий сайты фосфорилирования [5–7]. N-Тер-
минальная часть cMyBP-C взаимодействует как 
с субфрагментами  1 и  2 (S1  и  S2) миозина, так и 
с актином и тропомиозином, а также c белками, 
обеспечивающими стабильность и функциониро-
вание саркомера  [8–16]. Домены С5–С10 cMyBP-C 
продольно располагаются на стволе толстой нити, 
взаимодействуя с лёгким меромиозином сердеч-
ного миозина [8, 10]. Согласно данным криоэлек-
тронной микроскопии и термофореза, централь-
ные домены cMyBP-C могут взаимодействовать с 
фрагментами S1 и S2 сердечного миозина [17, 18]. 
Благодаря линкерному участку между доменами 
С4 и  С5 белок способен изгибаться под прямым 
углом, и его N-терминальная часть направляется 
к тонкой нити саркомера [8, 19].

Фрагмент С1-m-С2 связывает S2 миозина, а фос-
форилирование в m-мотиве приводит к диссоциа-
ции фрагмента С1-m-С2, что влияет на количество 
головок миозина, которые могут взаимодейство-
вать с поверхностью F-актина  [6, 20–23]. Связы-
ваясь с актином, фрагмент C0-C1-m-C2 cMyBP-C 
способен активировать тонкую нить, смещая тро-
помиозин из блокирующей, или закрытой, позиции  
в открытую, способствуя взаимодействию миозина 
с актином [24–27]. N-Терминальная часть cMyBP-C 
увеличивает скорость циклирования поперечного 
мостика миозина при субмаксимальных концен-
трациях кальция и кальциевую чувствительность 
силы, развиваемой изолированными препарата-
ми миокарда [28–30]. Показано также увеличение 
кальциевой чувствительности актин-миозино-
вого взаимодействия в присутствии cMyBP-C при 
использовании изолированных белков в in vitro 
подвижной системе (ИПС) [26, 27, 31–34].

Несмотря на интенсивные исследования, 
механизм, регулирующий взаимодействие N-тер-
минальной части cMyBP-C с миозином и тонкой 
нитью, до конца не ясен. Показано, что во время 
диастолы в кардиомиоцитах одна популяция 
молекул cMyBP-C своей N-терминальной частью 
взаимодействует с тонкой нитью, другая попу
ляция  – с толстой нитью, а фосфорилирование 
m-мотива ведёт к диссоциации cMyBP-C от тонкой 
нити [35]. Кроме того, cMyBP-C влияет на количе-
ство поперечных мостиков, а также на кинетику 
прикрепления/открепления головки миозина от 
актина [36–39]. На нокаутных по гену MYBPC3 мы-
шах, а также мышах с экспрессией укороченной 
формы cMyBP-C показано, что отсутствие cMyBP-C 
ускоряет высвобождение фосфата и  ADP, тем са-
мым ускоряя кинетику открепления поперечного 
мостика [40–42]. Кинетика открепления попереч-
ных мостиков определяет их количество в при-
креплённом состоянии, что влияет на активацию 

тонких нитей через механизмы кооперативности 
кальциевой регуляции актин-миозинового взаи-
модействия [43, 44].

Обнаружено, что эффект cMyBP-C на кинетику 
поперечного мостика зависит от изоформ миозина. 
Tanner et al. [41] показали, что cMyBP-C не оказы-
вает влияния на выход ADP из ATPазного кармана 
миозина и кинетику открепления поперечного мо-
стика у мышей, экспрессирующих α-изоформу тя-
жёлых цепей миозина (ТЦМ) в миокарде. У мышей 
с экспрессией β-ТЦМ cMyBP-C замедлял выход ADP, 
кинетику открепления и время жизни попереч-
ного мостика в миокарде левого желудочка.

cMyBP-C экспрессируется не только в желудоч-
ках, но и в предсердиях, одной из важных функций 
которых является наполнение желудочков кровью. 
Сокращения предсердий обеспечивают в среднем 
18–20% ударного объёма крови  [45]. В  предсер-
диях и желудочках млекопитающих и человека 
соотношение α- и β-ТЦМ различно. Предсердный 
миозин отличается от желудочкового изоформами 
существенных  (ELC) и регуляторных лёгких це-
пей (RLC) [46]. Из-за различий изоформного состава 
предсердный миозин отличается от желудочкового 
функциональными свойствами, в том числе спо-
собностью активировать тонкую нить [47–50].

Роль cMyBP-C в сокращении предсердий прак-
тически не исследована. На мышах, нокаутных по 
гену MYBPC3, обнаружено, что отсутствие cMyBP-C 
уменьшает кальциевую чувствительность зависи-
мости pCa-сила предсердных кардиомиоцитов [51]. 
В ряде работ было показано, что при патологиях 
миокарда может наблюдаться как снижение, так 
и увеличение степени фосфорилирования cMyBP-C 
в предсердиях [52–54].

Целью работы было исследование влияния 
N-терминального фрагмента C0-С1-m-C2 (С0-С2) 
cMyBP-C на актин-миозиновое взаимодействие в 
in vitro подвижной системе. Мы сравнили эффект 
фрагмента C0-C2 на активацию тонких нитей с 
предсердным и желудочковым миозином, а также 
на кинетику обмена нуклеотидов  – ATP и ADP  – 
обеих изоформ миозина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение белков. Синтез полной коди-
рующей последовательности cMyBP-C человека 
(UniProt Q14896; MYPC3_HUMAN) был выполнен 
компанией «Евроген» (Россия). На базе этой после-
довательности был получен молекулярно-генети-
ческий конструкт С0-С2 (1–455 а.о.), для получения 
которого были использованы праймеры, представ-
ленные в табл. 1.

Молекулярно-генетический конструкт С0-С2 
был получен с помощью метода ПЦР с использо-
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Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов, используемых в качестве праймеров для получения 
молекулярно-генетической конструкции фрагмента C0-C2 cMyBP-C

Название  
праймера Последовательность праймера (5′→3′)

cMYBPC (C0) fw GAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCT

cMYBPC (C2) rev TCAGTGATGGTGATGGTGATGCGGGCCCTGAAACAGCACTTCCAGGGGCTCTTTCACAAAGAGCTCCGT

ванием соответствующих пар праймеров (табл. 1) 
в амплификаторе Mastercycler («Eppendorf», Герма-
ния). Полученный ДНК-фрагмент был клонирован 
в плазмиду pet23a+ между сайтами распознавания 
эндонуклеаз рестрикции NdeI и EcoRI. Кодирующая 
последовательность С-конца cMyBP-C была фланки-
рована His-tag из шести гистидинов и сайтом рас-
познавания вирусной протеазы 3С. Корректность 
последовательности молекулярно-генетической 
конструкции была подтверждена секвенировани-
ем в компании «Евроген».

Рекомбинантный С0-С2-фрагмент cMyBP-C был 
экспрессирован в клетках Escherichia сoli штам-
ма C41(DE3). Для этого одиночные колонии, полу-
ченные после химической трансформации целевого 
конструкта, инокулировали в 15–20 мл стериль-
ной среды  LB, содержащей 100 мкг/мл ампицил-
лина, и оставляли на ночь на шейкере при 37 °С и 
250 об./мин. Затем 15–20 мл ночной культуры добав-
ляли в 1 литр среды LB, содержащей 100 мкг/мл ам-
пициллина, и оставляли клетки расти на шейкере 
до поглощения 0,6–0,7 при 600 нм (~2 ч). Индукцию 
экспрессии производили добавлением изопропил-β-
D-1-тиогалактопиранозида (IPTG) до конечной кон-
центрации 1 мМ, и инкубировали клетки в течение 
ночи при 30 °С. После экспрессии клетки собирали 
центрифугированием при 4000 g на центрифуге 
Eppendorf 5810R («Eppendorf», Германия) в течение 
40 мин при 4 °C. Клеточный осадок ресуспендиро-
вали в буфере для хроматографии (50 мМ Tris-HCl 
(pH 8,0), 15 мМ имидазола, 300 мМ NaCl, 1 мМ PMSF  
(фенилметилсульфонил фторид), 5 мМ 2-меркапто
этанола). Клеточные лизаты замораживали при 
–80 °C до последующей очистки.

При очистке белков осадки клеток размора-
живали в буфере для хроматографии, после чего 
суспензию клеток обрабатывали ультразвуком 
(«Sonics & Materials,  Inc.», США) в течение 10 мин. 
Полученный лизат центрифугировали при 25 000 g 
в течение 40 мин. Супернатант наносили на колон-
ку HisTrap HP («GE HealthCare», Швеция) объёмом 
5 мл, предварительно уравновешенную 10  объё-
мами (50 мл) буфера для хроматографии. Колон-
ку подключали к хроматографической системе 
ProStar 3250 («Varian Inc.», Австралия) и промывали 
при скорости 3 мл/мин в течение 10–20 мин. Элю-
цию проводили градиентом имидазола (15–500 мМ) 

на базе буфера для хроматографии. Фракции, содер-
жащие наибольшее количества белка, объединяли 
и диализовали против 2  литров 30 мМ  Hepes-Na 
(pH 7,3), 100 мМ NaCl в течение ночи. Концентра- 
цию полученного белка измеряли спектрофотомет-
рически с использованием коэффициента экстинк-
ции Abs0,1% = 0,867, добавляли ДТТ до 1 мМ и замора-
живали при –80 °C. Электрофореграмма препарата 
С0-С2-фрагмента сMyBP-C приведена на рис. 1, а.

Сердечный миозин получали из левого же-
лудочка и левого предсердия свиньи с помощью 
стандартного метода [55]. Содержание α- и β-ТЦМ 
определяли с помощью Ds-Na-ПААГ-электpофоpеза 
по методу Reiser  et  al.  [56]. Гели сканировали на  
ChemiDoc MP Imaging System («Bio-Rad»), и процент-
ное содержание α- и β-изоформ ТЦМ определяли по 
интенсивности белковых полос программой Image 
Lab 5.2.1 («Bio-Rad»). Предсердный миозин содер-
жал ~100% α-ТЦМ, а желудочковый – ~100% β-ТЦМ 
(рис. 1, б).

Сердечный тропомиозин (Tpm, Tpm1.1) чело-
века получен, как описано ранее  [50]. Рекомби-
нантный сердечный тропониновый комплекс (Tn) 
человека, состоящий из TnI, TnT и TnC, был пре-
доставлен компанией «HyTest» (Финляндия; кат. 
№ 8ITCR). Мономерный актин получали стандарт-
ным методом из скелетных мышц кролика  [57] 
и полимеризовали в актиновые филаменты (F-ак-
тин) добавлением 4 мМ MgCl2 и  100 мМ KCl. Для 
экспериментов в ИПС F-актин окрашивали TRITC-
фаллоидином («Sigma Chemical Co.», США).

Эксперименты в in vitro подвижной системе. 
Основным методом, использованным в этой рабо-
ты, было измерение скорости скольжения F-ак-
тина и тонких нитей с помощью  ИПС. Скорость 
движения филаментов по миозину представляет 
собой интегральную характеристику всех процес-
сов, обеспечивающих актин-миозиновое взаимо-
действие: механику головки миозина, кооператив-
ные механизмы, в том числе цикл гидролиза ATP. 
Поэтому измерение параметров движения фила-
ментов позволяет получать разнообразную инфор-
мацию об этих процессах, варьируя эксперимен-
тальные условия.

Эксперименты проводили при 30 °С, как опи-
сано ранее [34, 48–50]. Вкратце, сердечный миозин 
в концентрации 300 мкг/мл (0,65 мкМ) загружали  
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Рис. 1. Электрофореграммы препарата С0-С2-фрагмента сMyBP-C и тяжёлых цепей миозина. а – Электрофоре-
грамма препарата С0-С2-фрагмента сMyBP-C: 1  – маркер молекулярной массы; 2  – препарат фрагмента С0-С2. 
б  –  Электрофореграмма для определения состава изоформ тяжёлых цепей миозина. ПААГ окрашен SYPRO 
Ruby («Thermo Fisher Scientific», США). Изображение получено с помощью денситометра GS-800 («Bio-Rad», 
США). ТЦМ  –  тяжёлые цепи миозина; 1  –  миозин из левого желудочка; 2  –  маркер молекулярной массы  
(«Mark12™ Unstained Standard, Invitrogen™», США); 3 – миозин из левого предсердия

в экспериментальную проточную ячейку в АВ- 
буфере (25 мМ KCl, 25 мМ имидазола, 4 мМ MgCl2, 
1 мМ ЭГТА и 20 мМ ДТТ; pH 7,5), содержащем 
0,5 М KCl. Регулируемые тонкие нити реконструиро-
вали в АВ-буфере, добавляя Tpm и Tn до конечных 
концентраций 100 нМ к раствору, содержащему 
10 нМ F-актина, меченного TRITC-фаллоидином, и 
заливали их в проточную ячейку с миозином. Для 
инициации скольжения тонких нитей в проточную 
ячейку добавляли финальный АВ-буфер, который 
содержал 2 мМ ATP, 0,5 мг/мл БСА, 3,5 мг/мл глюко-
зы, 0,02 мг/мл каталазы, 0,15 мг/мл глюкозо-оксида-
зы, 0,5% метилцеллюлозы, 100 нМ Tpm/Tn и необ-
ходимую концентрацию кальция.

Для исследования влияния фрагментов 
cMyBP-C на кальциевую регуляцию актин-мио-
зинового взаимодействия измеряли скорость 
скольжения тонких филаментов по миозину в 
ИПС в присутствии 2 мМ ATP при различных кон-
центрациях ионов Са2+ с помощью программы 
GMimPro [58]. В данном виде эксперимента исполь-
зовали 500 нМ С0-С2-фрагмента cMyBP-C, который 
загружали в проточную ячейку в финальном рас-
творе, содержащем ATP и ионы Са2+. Кальциевую 
зависимость скорости тонких филаментов аппрок-
симировали уравнением Хилла:

V = Vmax × (1 + 10h(pCa–pCa50))–1,	 (1)

где V и  Vmax  – скорость и максимальная скорость 
скольжения тонких нитей при насыщающей кон-
центрации кальция соответственно; pCa50 (каль-
циевая чувствительность)  – концентрация каль-
ция, при которой достигается полумаксимальная 

скорость скольжения тонких нитей; h  –  коэффи-
циент кооперативности Хилла. Скорость скольже-
ния F-актина измеряли в тех же условиях, но при 
отсутствии Tpm, Tn и ионов Са2+.

Влияние фрагмента С0-С2 на мостик-мостико-
вую кооперативность исследовали по зависимости 
скорости скольжения тонких нитей от концентра-
ции миозина, загружаемого в проточную ячейку. 
Эксперименты проводились при насыщающей 
(рСа 4) и ненасыщающей концентрациях кальция. 
Так как предсердный миозин имеет более низкую 
кальциевую чувствительность, чем желудочковый, 
то значения ненасыщающей концентрации каль-
ция составили рСа 5,5 для предсердного миозина и 
рСа 6 – для желудочкового. Фрагмент С0-С2 добав-
лялся в концентрации 500 нМ в буфер, содержащий 
ATP и соответствующую концентрацию кальция. 
Определяли концентрация миозина, при которой 
скорость скольжения тонких нитей достигала по-
ловины от своего максимального значения (Смиозин).

Влияние фрагмента С0-С2 на скорость сколь-
жения F-актина и тонких нитей при насыщаю-
щей концентрации кальция (рСа 4) исследовали, 
добавляя в финальный буфер, содержащий  ATP, 
С0-С2-фрагмент в концентрации 100–2000 нМ. 
Для каждой концентрации фрагмента загружали 
отдельную ячейку.

Зависимость скорости скольжения F-акти-
на и тонких нитей при насыщающей концен-
трации кальция (рСа 4) от концентрации  ATP 
исследовали, измеряя их скорость скольжения 
при концентрациях  ATP в финальном буфере  – 
0–2 мМ. Эксперименты выполняли без добавле-
ния фрагмента С0-С2 и при добавлении 500 нМ  
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фрагмента С0-С2 в финальный буфер, содержа-
щий ATP. Для каждой концентрации ATP загружа-
ли отдельную ячейку.

Влияние ADP на скорость скольжения F-ак-
тина и тонких нитей при насыщающей концен-
трации кальция (рСа 4) исследовали, добавляя в 
финальный буфер, содержащий 2 мМ ATP,  ADP в 
концентрации 0,05–6 мМ. Для каждой концентра-
ции ADP загружали отдельную ячейку.

Зависимость скорости скольжения F-актина и 
тонких нитей от концентрации С0-С2-фрагмента 
cMyBP-C и ADP аппроксимировали логистической 
функцией:

V = (V1 - V2) × (1 + (x/x0)3)–1 + V2,	 (2)

где V1 – минимальное значение скорости, V2 – мак-
симальное значение скорости, x0 – значение кон-
центрации фрагмента или ADP, при котором ско-
рость полумаксимальная.

Каждый эксперимент повторяли трижды (каж-
дый раз – с заново приготовленным миозином), и 
полученные значения скоростей скольжения тон-
ких нитей и F-актина выражали как среднее зна-
чение ± стандартное отклонение. Анализ данных 
и статистический анализ проводили с использова-
нием Excel 16 («Microsoft Corp.», США) и Origin 8.0 
(«Origin Lab», США). Статистический анализ про-
водили с использованием t-критерия Стьюдента 
или Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние C0-C2 N-терминального фрагмен-
та cMyBP-C на скорость скольжения F-актина  

и тонких нитей по миозину в ИПС. Фрагмент 
C0-C2 дозозависимым образом снижал скорость 
скольжения F-актина и регулируемых тонких 
нитей по обеим изоформам миозина. Двукратное 
снижение скорости (полученное как среднее зна-
чение между максимальным и минимальным) 
как F-актина, так и тонких нитей достигалось при 
фактически одинаковых концентрациях фраг-
мента С0-С2. Концентрации фрагмента, в  2  раза 
снижающие скорость F-актина, были 358 ± 7 нМ 
и 354 ± 9 нМ с предсердным и желудочковым мио-
зином соответственно; эти значения для тонких 
нитей составили 328 ± 31 нМ и 430 ± 73 нМ.

Влияние N-терминального C0-C2-фрагмента 
cMyBP-C на кальциевую регуляцию актин-мио-
зинового взаимодействия. Мы сравнили каль-
циевую зависимость скорости скольжения тон-
ких нитей  – рСа-скорость  – по предсердному и 
желудочковому миозину в ИПС. С желудочковым 
миозином фрагмент С0-С2 на 30% снижал макси-
мальную скорость тонких нитей, увеличивал её 
Са2+-чувствительность и уменьшал коэффициент 
Хилла зависимости рСа-скорость, что согласуется 
с ранее полученными данными [26, 33, 34] (рис. 2; 
табл. 2). С предсердным миозином фрагмент С0-С2 
уменьшал максимальную скорость скольжения 
нитей на  50%, существенно увеличивал её Са2+-
чувствительность и не влиял на коэффициент 
Хилла (рис. 2; табл. 2).

В кальциевой регуляции актин-миозинового 
взаимодействия участвуют механизмы коопера-
тивности, одним из которых является мостик-мо-
стиковая кооперативность. Суть её заключается 
в том, что присоединение поперечного мостика 
в одной регуляторной группе, состоящей из семи 
мономеров актина, Tpm и Tn-комплекса, делает  

Рис. 2. Влияние 500  нМ С0-С2-фрагмента cMyBP-C на Са2+-зависимость скорости скольжения тонких нитей 
по предсердному (а) и желудочковому (б) миозину в in vitro подвижной системе. Экспериментальные данные 
(среднее значение ± стандартное отклонение) аппроксимированы уравнением Хилла (1), параметры уравне-
ния приведены в табл. 2
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Таблица 2. Параметры Са2+-зависимости скорости скольжения тонких нитей по предсердному и желудочковому 
миозину в in vitro подвижной системе

Миозин Концентрация фрагмента C0-C2, нМ Vmax, мкм/с h pCa50

Предсердный миозин
0 2,4 ± 0,1 1,4 ± 0,2 5,31 ± 0,01

500 1,2 ± 0,1* 1,7 ± 0,2 6,50 ± 0,02*

Желудочковый миозин
0 1,7 ± 0,1 2,2 ± 0,3 5,93 ± 0,01

500 1,0 ± 0,1* 1,4 ± 0,2* 6,96 ± 0,01*
Примечание. Vmax  – максимальная скорость скольжения тонких нитей при насыщающей концентрации 
кальция; h – коэффициент кооперативности Хилла; рСа50 (кальциевая чувствительность) – значение концен-
трации кальция, при которой скорость нитей достигает полумаксимального значения. Символ  * указывает 
на значимое отличие параметров уравнения Хилла (1) в присутствии фрагмента С0-С2 от таковых без его до-
бавления (р < 0,05).

Рис. 3. Влияние C0-C2-фрагмента cMyBP-C на зависимость скорости скольжения тонких нитей от концентра-
ции предсердного (а) и желудочкового (б) миозина в in vitro подвижной системе. Экспериментальные значе-
ния скоростей (среднее значение ± стандартное отклонение) аппроксимированы уравнением Хилла (1). Кон-
центрации миозина, при которых скорость нитей уменьшалась вдвое  (Смиозин), для желудочкового миозина 
при рСа 4 были равны 97,0 ± 1,5 нМ и 62,4 ± 1,2* нМ без фрагмента С0-С2 и при его добавлении соответственно; 
при рСа 6 эти значения были 95,4 ± 0,6 нМ и 76,7 ± 1,4 * нМ. Для предсердного миозина значения Смиозин при рСа 4 
были равны 111,2 ± 1,2 нМ и 67,6 ± 1,3* нМ; при pCa 5,5 – 121,6 ± 1,3 нМ и 37,5 ± 0,5* нМ. Символом * обозначено 
значимое отличие величины Смиозин в присутствии фрагмента С0-С2 от такового при его отсутствии (р < 0,05)
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Рис. 4. Влияние С0-С2-фрагмента cMyBP-C на зависимость скорости скольжения F-актина (а  и  б) и регули-
руемых тонких нитей при pCa  4 (в  и  г) по предсердному  (а,  в) и желудочковому  (б,  г) миозину от концен-
трации ATP в in  vitro подвижной системе. Экспериментальные данные (среднее значение  ±  стандартное от-
клонение) аппроксимированы уравнением Хилла  (1). Значения  СATP для зависимости скорости скольжения 
F-актина от концентрации ATP в ИПС по желудочковому миозину были равны 55,2 ± 0,1 мкМ и 6,5 ± 0,1* мкМ, 
а по предсердному  – 42,8 ± 0,1 мкМ и  26,6 ± 0,1* мкМ без фрагмента С0-С2 и в его присутствии соответствен-
но. Значения  СATP для зависимости скорости скольжения тонких нитей от концентрации ATP по желу-
дочковому миозину были равны 92,5 ± 2,5 мкМ и  86,4 ± 4,5 мкМ, а по предсердному миозину  – 53,9 ± 0,5  мкМ 
и  56,2 ± 2,5 мкМ. Символом  * обозначено отличие значения СATP в присутствии фрагмента С0-С2 от такового  
при его отсутствии (р < 0,05)

сайты связывания на актине в соседних регуля-
торных группах доступными для миозина. Мы 
исследовали эффект C0-C2-фрагмента cMyBP-C на 
мостик-мостиковую кооперативность кальцие-
вой регуляции актин-миозинового взаимодей-
ствия, определяя концентрацию миозина, при 
которой скорость тонких нитей достигает полу-
максимального значения  (Смиозин). Эксперименты 
были выполнены при насыщающей (рСа 4) и не-
насыщающей (рСа 5,5 – для предсердного миозина 
и рСа 6 – для желудочкового миозина) концентра-
циях кальция. Обнаружено, что фрагмент С0-С2 
существенно усиливал мостик-мостиковую коопе-
ративность, уменьшая Смиозин для обеих изоформ 
миозина (рис. 3).

Влияние ATP и ADP на актин-миозино-
вое взаимодействие. Ранее было показано, что 
cMyBP-C влияет на кинетику прикрепления/от-
крепления поперечного мостика  [37]. Для иссле-

дования влияния С0-С2-фрагмента cMyBP-C на 
кинетику прикрепления/открепления попереч-
ного мостика мы проанализировали зависимость 
скорости скольжения тонких нитей при рСа  4 и 
F-актина по миозину от концентрации ATP и ADP 
в ИПС, так как эти нуклеотиды определяют время 
жизни головки миозина на актине [59, 60].

Мы определили концентрацию ATP, при кото-
рой скорости тонких нитей и F-актина достигали 
полумаксимальных значений  (СATP). При отсут-
ствии фрагмента С0-С2 значение СATP для предсерд-
ного миозина при взаимодействии с F-актином 
было меньше, чем для желудочкового. Добавление 
фрагмента C0-C2 в 8,5 раза уменьшало СATP для же-
лудочкового миозина и в 1,6 раза – для предсерд-
ного миозина (рис. 4, а и б).

Фрагмент C0-C2 не влиял на СATP обеих изоформ 
миозина при взаимодействии с тонкими нитя- 
ми (рис. 4, в и г). При этом предсердному миозину 
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Рис. 5. Влияние С0-С2-фрагмента cMyBP-C на зависимость скорости скольжения F-актина (а и в) и регулируе-
мых тонких нитей при pCa 4 (б и г) по предсердному (а, б) и желудочковому (в, г) миозину от концентрации 
ADP в in vitro подвижной системе. Экспериментальные данные (среднее значение ± стандартное отклонение) 
для F-актина (а, б) и тонких нитей (г) с фрагментом С0-С2 аппроксимированы линейной функцией; экспери-
ментальные данные для F-актина и тонких нитей без фрагмента С0-С2 с обеими изоформами миозина  (а, в)  
и для тонких нитей с желудочковым миозином аппроксимированы логистической функцией  (2). Значения 
СADP без фрагмента С0-С2 для зависимости скорости скольжения F-актина по предсердному миозину от кон-
центрации ADP были равны 3,03 ± 0,35 мМ, для зависимости скорости тонких нитей – 3,46 ± 0,23 мМ. Значения 
СADP без фрагмента С0-С2 для зависимости скорости скольжения F-актина по желудочковому миозину от кон-
центрации ADP были равны 1,84 ± 0,2 мМ; для тонких нитей значение СADP без фрагмента С0-С2 было равно 
2,12 ± 0,15 мМ, а при его присутствии – 1,00 ± 0,25 мМ

требовалось меньше ATP, чтобы достичь полумак-
симального значения скорости, чем желудочково-
му миозину, как с фрагментом С0-С2, так и без него.

ADP ингибирует ATPазную активность миози-
на и увеличивает время жизни актомиозинового 
комплекса, снижая скорость скольжения F-актина 
и тонких нитей в ИПС  [61]. Мы определили кон-
центрацию ADP, при которой скорость умень-
шается в 2 раза (СADP). При отсутствии фрагмента 
С0-С2 добавление ADP дозозависимым образом 
снижало скорость скольжения F-актина и тонких 
нитей по предсердному и желудочковому миози-
ну (рис. 5). В присутствии фрагмента С0-С2 добав-
ление ADP снижало скорость скольжения тонких 

нитей по желудочковому миозину (рис. 5, г), но не 
влияло на скорость скольжения F-актина по обеим 
изоформам миозина (рис.  5, а  и  в) и на скорость 
скольжения тонких нитей по предсердному мио-
зину (рис. 5, б).

Известно, что увеличение концентрации ADP 
в миокарде ведёт к диастолической дисфункции 
желудочков  [62, 63]. Мы исследовали влияние 
ADP на кальциевую регуляцию актин-миозино-
вого взаимодействия при отсутствии и в присут-
ствии фрагмента С0-С2. Добавление 0,5 мМ ADP 
увеличивало кальциевую чувствительность зави-
симости рСа-скорость обеих изоформ миозина и 
вело к неполному ингибированию скольжения 
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Рис. 6. Влияние ADP на кальциевую зависимость скорости скольжения тонких нитей по желудочковому  (а) 
и предсердному (б) миозину в in vitro подвижной системе. Экспериментальные значения скоростей (среднее 
значение ± стандартное отклонение) аппроксимированы уравнением Хилла (1). Параметры уравнения Хилла 
представлены в табл. 3

Таблица 3. Параметры кальциевой зависимости скорости скольжения тонких нитей по миозину в in  vitro 
подвижной системе в присутствии ADP

Миозин
Концентрация  

фрагмента  
С0-С2, нМ

Концентрация 
ADP, мМ Vmax, мкм/с V0, мкм/с h pCa50

Желудочковый 
миозин

0 0 1,7 ± 0,1 0 1,7 ± 0,2 5,91 ± 0,01

0 0,5 1,4 ± 0,1 0,11 ± 0,01* 1,5 ± 0,2 6,10 ± 0,01*

500 0 1,0 ± 0,1 0 1,4 ± 0,2 6,91 ± 0,01

500 0,5 1,0 ± 0,1 0,12 ± 0,01* 1,1 ± 0,2 7,04 ± 0,01

Предсердный  
миозин

0 0 2,3 ± 0,04 0 1,2 ± 0,2 5,29 ± 0,02

0 0,5 2,3 ± 0,1 0,15 ± 0,09 1,3 ± 0,3 5,51 ± 0,03*

500 0 1,2 ± 0,1* 0 1,5 ± 0,2 6,51 ± 0,01

500 0,5 1,2 ± 0,1* 0,17 ± 0,01* 1,1 ± 0,2 6,63 ± 0,01
Примечание. Vmax – максимальная скорость скольжения тонких нитей при насыщающей концентрации каль-
ция; V0 – скорость скольжения филаментов при ненасыщающих концентрациях кальция; h – коэффициент ко-
оперативности Хилла; pCa50 – концентрация кальция, при которой скорость полумаксимальная (кальциевая 
чувствительность). Символ * указывает на значимое отличие параметров уравнения Хилла (1) в присутствии 
фрагмента С0-С2 от таковых в его отсутствии (р < 0,05).

тонких нитей при низких концентрациях каль-
ция (рис. 6; табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты многочисленных исследований 
указывают на важную роль cMyBP-C в контроле 

сократительной функции сердца. Его N-терми-
нальные домены принимают участие в актива-
ции тонкого филамента и регулируют количество 
головок миозина, взаимодействующих с тонкой 
нитью при сокращении миокарда, а также кине-
тику поперечного мостика [24–27], оказывая влия-
ние на связывание ATP и выход ADP из ATPазного 
кармана миозина [40, 42]. При этом большинство  
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исследований направлены на изучение роли 
cMyBP-C в сокращении левого желудочка сердца, 
тогда как работ, посвящённых его влиянию на 
сократительную функцию предсердий, практи-
чески нет. Мы сравнили влияние N-терминаль-
ного С0-С2-фрагмента cMyBP-C на характеристики 
взаимодействия предсердного и желудочкового 
миозина с актином. Используя изолированные 
мышечные белки и in vitro подвижную систе-
му, мы напрямую оценили эффекты cMyBP-C на 
взаимодействие сократительных и регуляторных 
белков миокарда, активацию тонкого филамента 
и аффинность миозина к ATP и ADP.

Влияние С0-С2-фрагмента cMyBP-C на каль-
циевую регуляцию актин-миозинового взаимо-
действия. Ранее на изолированных препаратах 
миокарда, а также в ИПС было показано, что как 
полноразмерный cMyBP-C, так и его N-терминаль-
ные домены, определяют кальциевую чувстви-
тельность актин-миозинового взаимодействия [26, 
27, 31–33]. Так, N-терминальные домены cMyBP-C 
увеличивали кальциевую чувствительность зави-
симости pCa-скорость и снижали максимальную 
скорость скольжения тонких нитей по желудочко-
вому миозину в ИПС [26, 27, 30, 34]. В нашей работе 
максимальная скорость скольжения тонких ни-
тей по предсердному миозину снизилась в боль-
шей степени (~  на  50%), чем по желудочковому 
миозину (~ на 30%).

В кальциевой регуляции участвуют механиз-
мы кооперативности, в связи с тем, что cMyBP-C 
замедляет цикл поперечного мостика, он должен 
оказывать эффект на мостик-мостиковую коопе-
ративность. Мы проверили это предположение и 
обнаружили, что фрагмент С0-С2 усиливает мо-
стик-мостиковую кооперативность обеих изоформ 
миозина в одинаковой степени даже при насыща-
ющей концентрации кальция  (рис.  3). Фрагмент 
С0-С2 может активировать тонкую нить либо не-
посредственно, либо через кинетику образования 
поперечных мостиков. Механизм прямой актива-
ции состоит в смещении тропомиозинового тяжа 
из блокированного или закрытого состояния тон-
кой нити в открытое состояние, что делает сайты 
на поверхности актина доступными для взаимо-
действия с головками миозина [24, 25].

Влияние фрагмента С0-С2 на кинетику попе-
речного мостика. Кинетика присоединения ATP, 
гидролиза и выхода продуктов гидролиза (ADP и Рi) 
определяет время жизни миозина на поверхности 
актина и силогенерацию головки миозина. Мио-
зины, содержащие α- и β-ТЦМ, различаются кине-
тическими характеристиками и временем жизни 
актомиозинового комплекса [47–49, 64, 65]. Соглас-
но работе Homsher et al. [61], зависимость скорости 
движения F-актина и тонких нитей от концентра-
ции ATP и  ADP позволяет косвенно охарактери

зовать аффинность изоформ миозина к этим ну-
клеотидам.

Мы обнаружили, что фрагмент С0-С2 уменьша-
ет СATP, т.е. увеличивает аффинность предсердного 
и желудочкового миозина к  ATP при взаимодей-
ствии с F-актином, но не влияет на неё в случае с 
тонкими нитями (рис. 4). Присутствие фрагмента 
cMyBP-C увеличивало разницу в аффинности обе-
их изоформ миозина к ATP с F-актином и тонкой 
нитью.

При увеличении концентрации ADP скорость 
скольжения F-актина по обеим изоформам миози-
на снижалась дозозависимым образом. Предсерд-
ный миозин при взаимодействии как с F-актином, 
так и с тонкой нитью показал меньшую аффин-
ность к ADP, чем желудочковый. Этот результат 
согласуется с данными, полученными методом 
быстрой кинетики (stopped flow) для S1 человека 
с α- и β-ТЦМ [59, 60]. Авторы обнаружили, что S1 
с β-ТЦМ обладает большей аффинностью к ADP и 
меньшей скоростью высвобождения ADP из ATPаз-
ного кармана, а с α-ТЦМ – меньшей аффинностью 
к ADP и большей скоростью его высвобождения.

Homsher et al. [61] в экспериментах со скелет-
ным миозином в  ИПС показали, что сердечные 
тропомиозин и тропонин снижают аффинность 
миозина к  ATP и  ADP. Согласно нашим данным 
с миозином из сердечной мышцы, сердечные ре-
гуляторные белки не оказывают существенного 
влияния на аффинность к ADP, что, вероятно, объ-
ясняется изоформами миозина.

Мы обнаружили, что N-терминальные домены 
cMyBP-С по-разному влияют на кинетику попе-
речного мостика предсердного и желудочкового 
миозина в зависимости от присутствия или отсут-
ствия регуляторных белков на F-актине. Как  из-
вестно, cMyBP-C увеличивает время жизни акто-
миозинового комплекса и замедляет выход ADP 
из  ATPазного кармана  [40–42], ведя к значитель-
ному снижению скорости скольжения F-актина 
по миозину в ИПС. В наших экспериментах добав-
ление ADP в присутствии фрагмента С0-С2 не влия-
ло на скорость F-актина по обеим изоформам мио-
зина (рис. 5, а и в), а также на скорость скольжения 
тонкой нити по предсердному миозину. Фрагмент 
С0-С2 в большей степени подавлял скольжение 
тонких нитей по предсердному миозину, чем по 
желудочковому, к тому же оказалось, что пред-
сердный миозин менее чувствителен к  ADP, чем 
желудочковый.

В присутствии фрагмента С0-С2 ADP дозозави-
симо снижал скорость скольжения тонких нитей 
по миозину желудочков, а аффинность желудочко-
вого миозина к ADP увеличилась в 2 раза (рис. 5). 
Увеличение аффинности, в свою очередь, ведёт к 
увеличению времени жизни головки миозина на 
актине и, соответственно, к снижению скорости 
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скольжения тонких нитей при насыщающей кон-
центрации кальция. Эти данные согласуются с ре-
зультатами, полученными на изолированных пре-
паратах миокарда левого желудочка с экспрессией 
укороченной формы cMyBP-C, которая приводила к 
отсутствию cMyBP-C на толстой нити, что снижало 
аффинность к ADP и увеличивало скорость его вы-
хода из ATPазного кармана β-ТЦМ миозина [40, 41].

Взаимодействие cMyBP-C с изоформами мио-
зина. Отличия влияния ADP на скорость скольже-
ния тонких нитей в присутствии фрагмента С0-С2 
по предсердному и желудочковому миозину могут 
объясняться различием длительности стадий ци-
кла поперечного мостика α- и β-изоформ миозина. 
Ещё одной причиной этого отличия может быть 
взаимодействие RLC предсердного и желудочково-
го миозина с cMyBP-C. Цикл поперечного мостика 
является общим для всех изученных миозинов, но 
изоформы отличаются скоростью гидролиза ATP и 
константами стадий цикла, в частности, констан-
тами высвобождения ADP  [60]. Кроме того, было 
показано, что C0-домен cMyBP-C способен связы-
вать RLC сердечного миозина  [66], а фрагмент 
C1-C2  – взаимодействовать с  S2 миозина  [11, 16]. 
Предсердный и желудочковый миозин имеют со-
ответственно предсердную и желудочковую изо-
формы RLC и ELC. Эти различия могут влиять на 
взаимодействие изоформ сердечного миозина с 
актином в присутствии фрагмента C1-C2. Ранее на 
медленном скелетном миозине, содержащем β-изо-
форму ТЦМ, используя полноразмерный cMyBP-C, 
мы показали, что изоформы лёгких цепей миозина 
модулируют эффект cMyBP-C на характеристики 
актин-миозинового взаимодействия  [67]. В  част-
ности, cMyBP-C увеличивал максимальную ско-
рость скольжения тонких нитей по медленному 
миозину в ИПС, в отличие от изоформ сердечного 
миозина. Таким образом, мы видим, что взаимо-
действие cMyBP-C с миозином зависит от изоформ-
ного состава миозина.

Влияние фрагмента С0-С2 на активацию тон-
кой нити. Активация тонкой нити – это обеспече-
ние доступа головок миозина к сайтам связывания 
его на F-актине и образование поперечных мости-
ков. В поперечнополосатых мышцах этот процесс 
инициируется связыванием Ca2+ тропонином C,  
а последующая полная активация тонкой нити 
требует присоединения к ней молекул миози-
на  [68]. Медленный миозин дольше находится 
в связанном с актином состоянии и тем самым 
лучше активирует тонкую нить через механизм 
мостик-мостиковой кооперативности, чем быстро 
циклирующий миозин  [50,  69]. Увеличение аф-
финности миозина к ADP, т.е. замедление его вы-
свобождения, увеличивает время жизни головки 
миозина на актине и мостик-мостиковую коопе-
ративность, что способствует активации тонкой 

нити и повышению кальциевой чувствительности 
актин-миозинового взаимодействия.

При сердечных патологиях (ишемия, диабет, 
хроническая сердечная недостаточность) в мио-
карде желудочков растёт концентрация ADP  [62, 
63, 70]. Нарушение сократимости предсердий 
также связано с увеличением концентрации ADP 
[71, 72]. Ранее было показано, что избыток ADP 
увеличивает кальциевую чувствительность за-
висимости pCa-сила изолированных препаратов 
миокарда, вызывая нарушение расслабления мио-
карда. Это ведёт к чрезмерному росту силы при 
ненасыщающих концентрациях кальция и конеч-
но-диастолического давления, и в конечном итоге – 
к развитию сердечной недостаточности [63]. Мы ис-
следовали влияние ADP на кальциевую регуляцию 
актин-миозинового взаимодействия в предсердиях 
и желудочках. Добавление ADP увеличивало каль-
циевую чувствительность скорости скольжения 
тонких нитей по предсердному и желудочковому 
миозину в ИПС независимо от присутствия фраг-
мента С0-С2 (рис. 6; табл. 3), вероятнее всего, через 
механизм мостик-мостиковой кооперативности. 
Рост концентрации ADP в миокарде предсердий 
при хронической сердечной недостаточности 
вследствие нарушения кальциевой регуляции мо-
жет вести к развитию фибрилляции предсердий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для полной активации тонкой нити необ-
ходимо образование поперечных мостиков  [68]. 
Механизмы кооперативной активации тонкой 
нити предсердного и желудочкового миозина раз-
личаются, и это ведёт к различию сократительных 
свойств миокарда предсердий и желудочков. Пред-
сердный и желудочковый миозин различаются аф-
финностью к нуклеотидам и временем жизни ак-
томиозинового комплекса, которое является одним 
из факторов, определяющих активацию тонкой 
нити. cMyBP-С увеличивает аффинность желудоч-
кового миозина к ADP и уменьшает аффинность 
предсердного миозина, таким образом, по-разному 
влияя на активацию тонкой нити этими изофор-
мами миозина.
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Cardiac myosin binding protein  C (cMyBP-C) is one of the essential control components of the myosin 
cross-bridge cycle. The C-terminal part of cMyBP-C lies on the surface of the thick filament, and its 
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N-terminal part interacts with actin, myosin, and tropomyosin, affecting both the kinetics of the ATP 
hydrolysis cycle and the lifetime of the cross bridge, as well as the calcium regulation of actin-myosin 
interaction, thereby modulating the contractile function of the myocardium. The role of cMyBP-C  
in atrial contraction is poorly studied. We examined the effect of the N-terminal C0-m-C2 (C0-C2) 
fragment of cMyBP-C on actin-myosin interaction using ventricular and atrial myosin in an in vitro 
motility assay. The C0-C2 fragment of cMyBP-C significantly reduced the maximum sliding velocity of 
thin filaments on both myosin isoforms and increased the calcium sensitivity of actin-myosin interaction.  
The C0-C2 fragment had different effects on the kinetics of nucleotide, ATP, and ADP exchange, increasing 
the affinity of ventricular myosin for ADP and decreasing the affinity of atrial myosin. The effect of the 
C0-C2 fragment on the activation of the thin filament depended on the myosin isoforms. Atrial myosin 
activates the thin filament less strongly than ventricular myosin, and the C0-C2 fragment makes these 
differences in myosin isoforms more pronounced.

Keywords: cardiac myosin binding protein C, myocardium, atrial and ventricular myosin, cardiac muscle, 
regulatory proteins, actin-myosin interaction, calcium regulation, thin filament activation, in vitro motility 
assay
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Аневризма аорты (АА)  – жизнеугрожающее состояние с высокой распространённостью и рис-
ком развития тяжёлых осложнений. Цель настоящего обзора заключалась в обобщении накоп-
ленных к настоящему времени данных о роли длинных некодирующих РНК (lncRNA) в развитии 
АА различной локализации. За менее чем 10-летний период исследований lncRNA при АА с ис-
пользованием экспериментальных и биоинформатических подходов получены сведения, под-
тверждающие вовлечённость молекул данного класса в критические для развития аневризмы 
метаболические пути и патогенетические звенья. Вне зависимости от локализации патологи-
ческого процесса (грудная, брюшная аорта), установлены изменения уровней экспрессии раз-
личных lncRNA в ткани поражённых сосудов. Зарегистрирована согласованность изменений 
уровня экспрессии lncRNA, мРНК и микроРНК в тканях аорты при развитии АА и выявлен ряд па-
тогенетически значимых для биохимических путей и клеточных процессов регуляторных сетей,  
в которых lncRNA выступает в качестве конкурирующей эндогенной РНК (сеRNA-сети). При этом, 
с одной стороны, одна и та же lncRNA может вовлекаться в различные сеRNA-сети и регулировать 
разные биохимические и клеточные события, с другой – один и тот же патологический процесс 
контролируется разными lncRNA. Несмотря на некоторую общность патогенеза и на перекрыва-
ние спектра lncRNA, для абдоминальной и торакальной АА не описаны идентичные сеRNA-сети.
Установлены также потенциально значимые для патогенеза АА взаимодействия между lncRNA 
и  белковыми молекулами, в том числе вовлечёнными в эпигенетические процессы на других 
уровнях. Для некоторых lncRNA наблюдали корреляции уровня экспрессии с клинически значи-
мыми при АА параметрами аорты и биохимическими показателями. Выявление функционально 
значимых для развития аневризмы регуляторных РНК имеет значение для уточнения патогенеза 
заболевания, а также создаёт основу для ранней диагностики и разработки новых профилактиче-
ских и терапевтических препаратов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: длинные некодирующие РНК, кольцевые РНК, аневризма аорты.

DOI: 10.31857/S0320972524010089 EDN: YRDDMV

Принятые сокращения: АА – аневризма аорты; ААА – абдоминальная аневризма аорты; ВКМ – внеклеточный 
матрикс; ГМКС – гладкомышечные клетки сосудов; ДЭГ – дифференциально экспрессирующиеся гены; ТАА – 
торакальная аневризма аорты; circRNA – кольцевые РНК; lncRNA – длинные некодирующие РНК.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Аневризма аорты (АА)  – жизнеугрожающий 
патологический фенотип, который является важ-
ной проблемой общественного здравоохранения 
в связи c высокой распространённостью, вероят-

ностью инвалидизации, а также летального исхо-
да при таком осложнении патологии, как разрыв 
аорты [1, 2]. Аневризма может развиться в любом 
сегменте аорты  – в корне, восходящем, нисходя-
щем и других отделах грудной аорты (при тора-
кальной аневризме аорты, ТАА), в брюшной аорте 
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(абдоминальная аневризма аорты, ААА), также из-
вестны АА смешанного типа, в том числе торако-
абдоминальная аневризма аорты (ТААА) [3].

Основным методом лечения ААА является хи-
рургическое вмешательство, что показано не всем 
пациентам, при этом до 70% малых аневризм даже 
при консервативном лечении продолжают расти, 
увеличивая риск разрыва [4]. Поэтому, к сожале-
нию, можно констатировать, что всё ещё не суще-
ствует надёжного фармакологического подхода, 
который мог бы замедлить прогрессирование 
аневризмы и защитить от риска острого разрыва 
аорты [3–5].

ААА и ТАА рассматриваются как самостоятель-
ные заболевания, различающиеся по этиологии и 
механизмам образования  [6–8]. Разные участки 
аорты отличаются по эмбриональному происхо-
ждению гладкомышечных клеток сосудов (ГМКС) – 
важных участников патологического процесса при 
развитии АА [9], а ААА и ТАА (как и АА в пределах 
конкретных сегментов грудной аорты) характери-
зуются специфической значимостью этиологиче-
ских факторов, которые, в свою очередь, определя-
ют клиническую картину заболеваний и влияют 
на тактику ведения пациентов [3, 10–12].

К категории факторов риска ТАА относят на-
следственные факторы (наличие некоторых син-
дромов (Марфана, Лойса–Дитца, Элерса–Данлоса и 
другие) и несиндромальные заболевания, связан-
ные с патологическими вариантами в генах ACTA2, 
MYH11, PRKG1, MYLK и других), врождённые пато-
логии (пороки сердца и аорты: двустворчатый аор-
тальный клапан, коарктация аорты, тетрада Фалло 
и другие), гипертония, атеросклероз (чаще при ане-
вризме нисходящей аорты), дегенеративные изме-
нения, курение, предшествующее расслоение/трав-
матическое повреждение аорты, воспалительный и 
инфекционный аортит [3]. Менделевские (моноген-
ные) нарушения в качестве первопричины ТАА ре-
гистрируют у 20–30% пациентов, ещё у 13–25% паци-
ентов выявляют семейное отягощение [1, 3, 12–18]. 
В качестве основных факторов риска ААА рассма-
тривают курение, пожилой возраст, мужской пол, в 
качестве дополнительных – гипертонию и гиперли-
пидемию, принадлежность к европеоидной расе [3].

Факторы риска развития АА различной лока-
лизации не являются высокоспецифичными, а их 
спектр и значимость постоянно уточняются и до-
полняются. Так, несмотря на то что моногенные на-
рушения рассматривают в качестве причины ТАА, 
при аналогичных патогенных вариантах может 
регистрироваться и ААА [19, 20]; выявляются также 
общие предрасполагающие для данных патологий 
генетические варианты и эпигенетические мар-
керы [21]. Например, 15,2% мужчин и 30,7% жен-
щин с ААА (в среднем – 19,2%) имеют синхронную 
или метахронную ТАА [22].

В целом, вне зависимости от этиологических 
факторов и локализации образование аневризмы 
является результатом сложных и разнообразных 
патофизиологических процессов, приводящих к 
разрушению/ремоделированию внеклеточного 
матрикса (ВКМ), эластиновых структур медии 
(средней оболочки сосуда)  [6, 23–25]. Эндотели-
альные клетки и соединительная ткань являются 
основными структурными компонентами инти-
мы (внутренняя стенка сосуда); гладкомышечные 
клетки, эластические волокна, белки коллагена 
и полисахариды образуют медию (центральную 
часть сосуда), а соединительная ткань, фибробла-
сты (а также нервы и vasa vasorum) – адвентицию 
(наружный слой сосуда) [3]. Нарушение структуры 
и функции данных компонент стенки аорты имеет 
важное значение в патогенезе АА вне зависимости 
от этиологии патологического процесса.

Большинство аневризм брюшной и грудной 
аорты протекает бессимптомно до разрыва, но мо-
жет выявляться при диагностических исследовани-
ях [8, 26, 27]. Возраст манифестации АА варьирует, 
при этом отмечается увеличение среднего возраста 
проявления болезни в ряду: генетически обуслов-
ленные – семейные – спорадические случаи АА [3, 
15, 28]. Но даже для генетически обусловленных АА 
средний возраст манифестации составляет около 
40 лет (возрастной диапазон – 17–89 лет) [28], что 
указывает на потенциальную значимость внешне-
средовых воздействий для инициации патологиче-
ских событий. Поэтому важным представляется по-
иск маркеров ранних этапов развития патологии, 
которые могут представлять интерес для разра-
ботки новых специфичных для лечения АА лекар-
ственных препаратов. К данной категории относит-
ся широкий спектр регуляторных РНК, таких как 
микроРНК, длинные некодирующие РНК (lncRNA), 
кольцевые РНК (circRNA) и другие. Молекулы ука-
занных типов показали высокую информатив-
ность в отношении диагностической значимости, 
вовлечённости в патогенез, а также оказались пер-
спективными для разработки на их основе новых 
лекарственных препаратов, в том числе для заболе-
ваний сердечно-сосудистой системы и, в частности, 
аневризмы аорты [5, 29–36].

Среди регуляторных РНК особое внимание 
привлекают lncRNA – относительно недавно откры-
тый, но активно исследуемый класс регуляторных 
молекул. К lncRNA относят РНК размером свыше 
200 нуклеотидов [35, 37]. Известно большое число 
транскриптов lncRNA и кодирующих их генов. 
На 11 октября 2023 г. в базе NONCODE (NONCODE v5: 
http://www.noncode.org/index.php) [38] для человека 
зарегистрированы 173 112 транскриптов, кодируе-
мых 96 411 генами, в базе GENCODE (https://www.
gencodegenes.org/human/stats_43.html) [39] – 19 922 
и 58 246 транскриптов и генов соответственно.  
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Кольцевые регуляторные РНК (circRNA)  – разно-
видность длинных некодирующих РНК, которые 
замкнуты в кольцо и образуются в результате об-
ратного сплайсинга кодирующих и некодирующих 
транскриптов [40, 41].

lncRNA обладают различными функциями: 
участвуют в регуляции транскрипции, контро-
лируют стабильность мРНК и других РНК, регу-
лируют эффективность функционирования РНК, 
взаимодействуют с белковыми молекулами (тран-
скрипционными факторами, эпигенетическими 
модуляторами) и т.д. [37, 41, 42]. lncRNA и circRNA 
могут выполнять роль конкурирующей эндоген-
ной РНК (сеRNA) и выступать в качестве «моле-
кулярной губки» для разных классов РНК (в том 
числе и микроРНК). В результате формируются ре
гуляторные сети lncRNA(circRNA)/микроРНК/мРНК 
(сеRNA-сети, в некоторых публикациях обознача-
ются как ceRNA-оси), влияющие на функциональ-
ное состояние клетки (соответственно органа и 
организма в целом), которые при определённых 
условиях либо способствуют развитию патологии, 
либо противодействуют этому неблагоприятно
му процессу [34, 43, 44]. Так, показано, что некоди-
рующие регуляторные РНК (микроРНК, circRNA, 
lncRNA) являются важными регуляторами раз-
вития и функционирования сердечно-сосудистой 
системы и факторов риска широкого спектра забо-
леваний данной системы [34, 45].

Выявление регуляторных сетей с участием 
длинных некодирующих РНК, оценка их функцио-
нальной и патогенетической значимости представ-
ляют интерес для понимания патогенеза болезней, 
а также создают основу для разработки новых пре-
паратов, способствующих предотвращению разви-
тия патологического процесса и/или лечению уже 
развившихся заболеваний [34, 36, 45–48].

Цель настоящего обзора заключалась в обоб-
щении накопленных к настоящему времени дан-
ных о роли lncRNA и circRNA в развитии АА раз-
личной локализации.

Поиск научных публикаций проведён в за-
рубежных (PubMed) и отечественных (eLibrary) 
электронных библиотеках. В качестве ключевых 
слов для поиска выступали отдельные термины/
обозначения/заболевания/гены и их сочетания: 
аневризма аорты, аневризма грудной аорты (тора-
кальная АА), аневризма брюшной аорты (абдоми-
нальная АА), длинные некодирующие РНК, конку-
рирующая эндогенная РНК.

ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ lncRNA  
ПРИ АНЕВРИЗМЕ АОРТЫ

Одним из первых этапов изучения роли 
lncRNA при АА является поиск дифференциально 

экспрессирующихся генов (ДЭГ), кодирующих дан-
ный класс РНК. До середины 2010-х гг. подобного 
рода исследований на уровне транскриптома при 
АА практически не проводилось  [49]. Поэтому 
к настоящему времени в связи с непродолжи-
тельным периодом исследований (менее 10  лет) 
опубликовано небольшое число работ, посвящён-
ных анализу экспрессионных профилей lncRNA 
при АА (табл. 1).

При проведении транскриптомных исследо-
ваний чаще исследовались образцы тканей аорты 
от пациентов с ААА, чем с ТАА, и реже анализи-
ровались lncRNA в образцах крови  [50]. В целом, 
наблюдается большой разброс в оценках числа 
ДЭГ lncRNA и circRNA и в соотношении генов с по-
вышенным и пониженным уровнем экспрессии 
в образцах от пациентов с данными патологиями 
(табл. 1).

Наибольшее число ДЭГ lncRNA (1105) зареги-
стрировано между тканями при спорадической 
форме ТАА и нормальной тканью аорты, причём 
наиболее часто регистрировали снижение экспрес-
сии (954 lncRNA с порогом кратности различий 
< 0,5), по сравнению с увеличением (151 lncRNA  
с кратностью различий > 2,0) экспрессии генов 
lncRNA [52]. При расслоении грудной аорты и при 
аневризме восходящего отдела грудной аорты 
число зарегистрированных ДЭГ было меньше, и 
не столь выражены были различия по числу генов 
lncRNA с повышенным и пониженным уровнем 
экспрессии [46, 51]. В частности, 269 генов lncRNA 
были аберрантно экспрессированы (159 с повы-
шенной и 110 с пониженной экспрессией) при 
расслоении грудной аорты человека [46], 147 – при 
ТАА (в том числе 104 были гипер- и 43 гипоэкспрес-
сированы) [51].

При ААА в ткани аорты число ДЭГ lncRNA пре-
вышало несколько тысяч, но меньшее их количе-
ство регистрировали для circRNA (табл. 1). Кроме 
того, изменённые профили экспрессии lncRNA 
при развитии ААА были установлены не только в 
ткани аорты [53–55], но и в крови пациентов, при-
чём различия в образцах крови наблюдали между 
тремя группами сравнения: между пациентами с 
ААА до и после эндоваскулярного восстановления 
АА, а также между данными группами пациентов 
и индивидами с непоражёнными артериями [50]. 
В крови пациентов с АА регистрировали измене-
ния и для других lncRNA: выявлено снижение в 
плазме крови пациентов с ТАА уровней lncRNA 
LUCAT1 (уровень данной lncRNA снижался и в 
ткани аорты) и SMILR [63], увеличение в перифе-
рической крови пациентов с ААА уровней lncRNA 
NEAT1  [64]. Более чем в 6  раз был повышен уро-
вень HIF1A-AS1 в крови пациентов с ТААА  [65]. 
Эти данные указывают на то, что при развитии 
АА возможны системные изменения в профилях 
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Таблица 1. Дифференциальная экспрессия lncRNA и circRNA при аневризме аорты

Патология# Объект исследования 

lncRNA/circRNA*

всего ДЭГ
уровень экспрессии

повышен снижен

РТА [46] человек, ткань аорты 269 159 110

ТАА [51] человек, ткань восходящей аорты 147 104 43

СTAA [52] человек, ткань восходящей аорты 1105 151 954

ААА [53] человек, ткань аорты 3688 1582 2106

ААА [54] человек, ткань аорты,  
реанализ данных [53] 2093 896 1197

ААА [55] человек, ткань аорты 2976 1352 1624

ААА [56] человек, ткань аорты 2046 425 1621

ААА, 3 группы сравнения:  
N – норма;  
SQ – до эндоваскулярного  
восстановления АА;  
SH – после эндоваскулярного  
восстановления АА [50]

человек, кровь,  
3 группы сравнения: SH – SQ – N 179

человек, кровь, SH – SQ 353 167 186

человек, кровь, SH – N 341 214 127

человек, кровь, SQ – N 327 216 111

человек, кровь,  
3 группы сравнения: SH – SQ – N 440*

человек, кровь, SH – SQ 138* 57* 81*

человек, кровь, SH – N 162* 47* 115*

человек, кровь, SQ – N 167* 71* 96*

ААА [57] человек, ткань аорты 65* 30 35

Экспериментальная ААА [58] мыши, ткань аорты 413* 271* 142*

ААА [59]/[60]/[61]/[62] ткань аорты: GSE144431 27*/382*/ 
517*/142*

17*/-/ 
225*/-

10*/-/ 
292*/-

Примечание. # Для всех случаев, за исключением специально отмеченных, сравнение проводилось между 
образцами с АА и без АА; РТА – расслоение грудной аорты; ТАА – аневризма торакальной аорты, СТАА – спора-
дические случаи аневризмы торакальной аорты, ААА – аневризма абдоминальной аорты. * Отмечены данные, 
полученные для circRNA; через «/» приведены оценки разных авторов исследований, полученные на основа-
нии анализа идентичных источников данных. GSE – номер первичных данных из Базы данных Национально-
го центра биотехнологической информации по экспрессии генов (NCBI_GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

экспрессии регуляторных РНК (в том числе 
и  lncRNA), выходящих за границы поражённых 
тканей.

Из приведённых материалов (табл.  1) следу-
ет, что число ДЭГ lncRNA и circRNA может суще-
ственно различаться по данным разных авторов. 
Оценки числа ДЭГ могут различаться в разных 
публикациях в связи со специфичностью исполь-
зованных подходов и критериев для выделения 
таких генов (как это наблюдается для circRNA при 

реанализе данных GSE – см. табл. 1), а также мо-
гут зависеть от клинических особенностей вклю-
чённых в выборки пациентов. Wang J. et al.  [58] 
в экспериментальной модели ААА у мыши при 
использовании в качестве критерия отнесения к 
ДЭГ кратности различий между сравниваемыми 
группами в пределах 2–5 раз регистрировали 186 
circRNA с повышенным уровнем экспрессии и 
109 circRNA – с пониженным, при кратности раз-
личий в 5–10 раз – 65 и 28 circRNA соответственно,  
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а при кратности различий более чем в 10 раз та-
ких circRNA было выявлено 20 и 5 соответственно. 
При анализе подгрупп пациентов с ТАА с учётом 
сопутствующей патологии установлен более высо-
кий уровень экспрессии lncRNA lnc-HLTF-5 в под-
группе с гипертонией, чем в подгруппе без данной 
патологии [51].

В ряде транскриптомных исследований, наря-
ду с анализом lncRNA/circRNA, оценивались изме-
нения уровня экспрессии мРНК и микроРНК, что 
позволило выявить скоррелированные изменения 
уровней для различных типов РНК и установить 
потенциальные регуляторные сети. Так, на осно-
вании ДЭГ ткани аорты при спорадической ТАА 
была сформирована сеть, включающая 277 lncRNA 
и 50  мРНК (корреляция по уровню экспрессии 
составила > 0,97), которая состояла из 327 узлов и 
514 связей (рёбер) [52]. Сеть, состоящая из 416 уз-
лов и включающая 573 пары совместно экспресси-
рующихся lncRNA и мРНК, была сформирована для 
ДЭГ в ткани аорты при ААА, причём для 371 пары 
lncRNA и мРНК была характерна положитель-
ная, а для 202 пары – отрицательная корреляция 
по уровню экспрессии [53], что предполагает воз-
можное участие данных lncRNA в формировании 
сетей сеRNA. В другом исследовании [50] для ДЭГ 
в ткани при ААА установлена сеть из 15  lncRNA, 
63 микроРНК и 57 мРНК.

Tian L. et al.  [54] создали две сети, отличаю-
щиеся по направленности изменений уровня 
экспрессии lncRNA, микроРНК и мРНК: одну сеть 
с «активирующей» регуляцией уровня мРНК при 
помощи lncRNA (повышен уровень мРНК и lncRNA, 
понижен уровень микроРНК) и вторую – с «ослаб-
ляющей» регуляцией (понижен уровень мРНК и 
lncRNA, повышен уровень микроРНК). «Активи-
рующая» сеть lncRNA/микроРНК/мРНК содержала 
38  lncRNA, 374  мРНК, 27  микроРНК и 2021  связь 
(ребро), тогда как сеть с «ослабляющей» регуля-
цией включала 28 lncRNA, 238 мРНК, 12 микроРНК 
и 729 рёбер.

На основании анализа профилей экспрес-
сии наборов данных GSE57691 (образцы аорты от 
пациентов с ААА и здоровых доноров), представ-
ленных в базе Gene Expression Omnibus, были вы-
явлены 9  дифференциально экспрессирующихся 
lncRNA [66]. Из числа этих lncRNA 5 (TTTY7B, HCG27, 
MIAT, TTTY4C, SNHG3) являлись узловыми в сети 
взаимодействия lncRNA/микроРНК/мРНК (сеть так-
же включала 34 микроРНК, 112 мРНК и 275 рёбер 
(связей)). Несколько сетей были сформированы с 
участием circRNA для ДЭГ при ААА, их структура 
различалась по данным разных исследователей и 
была представлена следующими компонентами: 
19 circRNA, 68 микроРНК и 36 мРНК [61]; 3 circRNA, 
4 микроРНК и 17 мРНК [60]; 79 circRNA, 21 микро-
РНК и 49 мРНК [50].

Таким образом, при развитии АА вне зависи-
мости от локализации патологического процесса 
регистрируют изменения по уровню экспрессии 
некодирующих регуляторных РНК. При этом на-
блюдается скоррелированность изменчивости 
уровня различных классов РНК, и с учётом струк-
турных особенностей данных молекул были сфор-
мированы сети, в которых lncRNA и circRNA высту-
пают в качестве сеRNA.

Формирование различных функциональных 
сетей между молекулами РНК разных классов 
(lncRNA, сircRNA, микроРНК и мРНК) может отра-
жать различные аспекты функционирования 
клеток и тканей, в том числе и универсальных, 
не  связанных с развитием патологии. Поэтому 
важным этапом является выявление тех звеньев 
сети, которые значимы для развития или прогрес-
сирования патологии. В дальнейшем среди ДЭГ 
lncRNA/сircRNA и выявленных сетей взаимодей-
ствия был проведён поиск высокоспецифичных  
и/или функционально значимых для патогенеза 
АА различной локализации регуляторных РНК и 
патогенетически значимых метаболических пу-
тей, в которые они вовлечены [46, 52, 54, 55, 62].

СВЯЗЬ lncRNA И circRNA  
С ПАТОГЕНЕТИЧЕСКИ ЗНАЧИМЫМИ  

ПРИ АНЕВРИЗМЕ АОРТЫ ПОКАЗАТЕЛЯМИ

Развитие АА наблюдается вследствие измене-
ния структурно-функциональных особенностей 
гладкомышечных и эндотелиальных клеток сосу-
дов, ремоделирования внеклеточного матрикса и, 
в определённой степени, активации воспалитель-
ных процессов. Поэтому при аневризме на моле-
кулярном уровне регистрируют патогенетически 
значимые изменения структуры генов и функ-
ционирования кодируемых ими белковых продук-
тов, связанных именно с данными компонентами 
аорты (табл. 2). Соответственно, можно ожидать, 
что именно на уровне данных клеток и молекул 
будут наблюдаться значимые регуляторные собы-
тия с участием lncRNA и circRNA. Действительно, 
согласно как биоинформатическим, так и экспе-
риментальным исследованиям, lncRNA, уровень 
которых меняется при развитии АА, потенциально 
(через формирование сеRNA-сетей) могут вовле-
каться в регуляцию экспрессии генов, продукты 
которых участвуют в патогенезе данной аорто-
патии. Так, Tian L. et al.  [54] установили, что при 
ААА пять ключевых lncRNA (взаимодействуют 
более чем с 5 различными микроРНК) с повышен-
ным уровнем в ткани аорты (NEAT1, CDKN2B-AS1, 
SCARNA10, AC005224.4, SENP3-EIF4A1) участвуют 
в регуляции передачи сигнала, фосфорилирова-
нии аминокислот белков, в иммунном ответе,  
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Таблица 2. Патогенетически значимые для развития АА структурные компоненты, метаболические пути 
и биохимические маркеры (по литературным источникам [3, 6, 23, 49, 67])

Класс маркеров Показатели

Основные  
структурные компоненты

– гладкомышечные клетки сосудов (ГМКС);
– эндотелиальные клетки;
– эластические волокна;
– внеклеточный матрикс;
– Т-, В-лимфоциты, макрофаги

Патологические процессы  
и проявления  
на молекулярном,  
клеточном  
и гистологическом  
уровнях

– апоптоз ГМКС и уменьшение количества ГМКС;
– изменение функции ГМКС (переход с сократительного на синтетический 

фенотип);
– накопление в ГМКС фибриллина, фибронектина и тенасцина, снижение 

уровня данных белков во ВКМ;
– нарушение связи ГМКС с эластическими волокнами;
– разрушение эластических, коллагеновых волокон и других белков ВКМ;
– образование кистообразных пространств, заполненных базофильным  

мукоидным веществом, накопление коллагена и гликозаминогликанов, 
гиалина;

– фиброз, кальцификация, внеклеточное отложение жирных кислот;
– экспрессия эндотелиальными клетками межклеточной адгезивной  

молекулы-1 (ICAM-1) и адгезивной молекулы клеток сосудов-1 (VCAM-1);
– усиление пролиферации эндотелиальных клеток;
– инфильтрация стенки аорты Т- и В-лимфоцитами, макрофагами;
– дилатация и образование аневризм грудного отдела

Сигнальные пути TGF-β1/Smad2/3, TGFBR1/2, TGFB2/3, NOTCH1, ANGII, PI3K/AKT, MAPK, NF-κB, 
BMP, WNT/β-катенина, Ras, Ca2+, кальмодулина, RapI, рецептора Т-клеток

Белки, кодируемые генами,  
патогенные варианты  
которых приводят  
к развитию АА

– ГМКС-специфичный альфа-актин, ACTA2;
– коллаген 3-го типа {↓}, COL3A1;
– фибриллин-1 {ГМКС ↑, ВКМ ↓}, FBN1;
– тяжёлая цепь миозина 11, MYH11;
– киназа лёгкой цепи миозина, MYLK;
– cGMP-зависимая протеинкиназа типа I, PRKG1;
– трансформирующий фактор роста β 2-го и 3-го типов, TGFB2 и TGFB3;
– внутриклеточный TGF-бета-фактор, SMAD3;
– рецепторы 1-го и 2-го типов к TGF-β, TGFBR1 и TGFBR2;
– белок цитоскелета филамин А, FLNA;
– член 10 облегчённых переносчиков глюкозы, семейства растворённых  

переносчиков 2, SLC2A10;
– протоонкоген, SKI;
– бигликан, BGN;
– лизин-оксидаза, LOX

Белки с доказанной  
патогенетической  
значимостью  
на биохимическом уровне

– молекулы клеточной адгезии – селектин L {↑}, SELL (CD62L); селектин P {↑}, 
SELP (CD62); межклеточная адгезивная молекула-1{↑}, ICAM-1;  
адгезивная молекула клеток сосудов-1 {↑}, VCAM-1;

– протеазы и их ингибиторы – матриксные металлопротеиназы {↑} MMP2, 
MMP9, MMP1; катепсины {↑} B/D/K/S, CTSB/CTSD/CTSK/CTSS; тканевые  
ингибиторы металлопротеиназ {↓} 1 и 2, TIMP1 и TIMP2; активатор  
плазминогена, урокиназа {↑}, PLAU; активатор плазминогена тканевого 
типа {↑}, PLAT; цистатин С {↓}, CST3;

– цитокины, хемокины, маркеры воспаления – представитель β-хемокинов, 
MCP-1 (CCL2) {↑}; интерлейкины {↑}: IL-1β, IL-6, IL-8, IL-17, IL-23; фактор  
некроза опухоли-α, TNF-α {↑}; TNFα-конвертирующий энзим, TACE {↑};

– компоненты и функциональные молекулы внеклеточного матрикса – 
фибронектин, FN1 {в ГМКС ↑, во ВКМ ↓}; интегрин α5β1 {↓}, ITGA5;  
коллагеназа 1-го типа, ММP8 {↑}; коллаген 1-го типа, COL1A1 {↓};  
трансформирующий фактор роста β, TGFB1{↑}; инсулиноподобный  
фактор роста, IGF1 {↓}; белки 1-го {↑} и 3-го {↑} типов, связывающие IGF1, 
IGFBP-1 и IGFBP-3;

– эндотелиальные клетки – тенасцин Х, TNXB {в ГМКС ↑, во ВКМ ↓};  
фактор роста эндотелия сосудов B, VEGFB {↑};

– регуляторы неоангиогенеза – ангиопоэтины 1 и 2, ANGPT1 и ANGPT2;  
рецептор ангиопоэтинов 2, TEK

Примечание. {↑} и {↓} отмечены соответственно увеличение и снижение уровня указанных белков при раз-
витии АА.



ЗНАЧИМОСТЬ НЕКОДИРУЮЩИХ РНК В РАЗВИТИИ АНЕВРИЗМЫ АОРТЫ 153

БИОХИМИЯ том 89 вып. 1 2024

апоптозе/анти-апоптозе и других процессах, 
а lncRNA с пониженной экспрессией (ZNRD1-AS1) – 
в регуляции транскрипции, клеточной пролифера-
ции, развитии мышц и сердца, дифференцировке 
клеток, адгезии между клеткой и матриксом.

При анализе обогащения дифференциально 
экспрессирующихся при ААА генов, включённых 
в сеRNA-сети, установлено, что повышенный уро-
вень экспрессии (4 пары circRNA – мРНК) был ха-
рактерен для генов, задействованных по генной 
онтологии (GO) в таких путях, как «иммунный 
ответ», «воспалительная реакция» и «активность 
хемокинов», по KEGG  – «взаимодействие цито-
кин-цитокиновых рецепторов» и «сигнальный 
путь хемокинов», а пониженный уровень (5  пар 
circRNA – мРНК) наблюдали для генов, значимых 
для процессов «сокращение мышц», «Z-диск», «свя-
зывание актина», «сокращение гладких мышц со-
судов» и «метаболизм тирозина» [62]. Среди генов с 
повышенной экспрессией были CD8A, кодирующие 
субъединицу  α рецептора IL-10 (IL10RA), семафо-
рин 4A (SEMA4A) и белок, индуцирующий мигра-
цию клеток и связывающий гиалуронан (CEMIP), 
среди генов с пониженной экспрессией – ATOH8, 
PRUNE2, кальпонин 1 (CNN1), транскрипционный 
фактор ZBTB16, склеростин (SOST), TMEM47, FBXO32 
и ядерный фактор IA (NFIA) [62]. Продукты, коди-
руемые данными генами, вовлечены в разнообраз-
ные метаболические пути, в том числе и значимые 
для патогенеза АА.

Транскрипционный фактор ATOH8 участвует в 
регуляции дифференцировки эндотелиальных кле-
ток, SEMA4A является активатором Т-клеточного 
иммунитета и подавляет опосредованные факто-
ром роста эндотелия сосудов (VEGF) миграцию и 
пролиферацию эндотелиальных клеток (in vitro) и 
ангиогенез (in vivo), PRUNE2 вовлечён в процессы 
апоптоза, трансформацию клеток и синаптические 
функции, CNN1 регулирует пролиферацию ГМКС, 
TMEM47 – организацию клеточных соединений в 
эпителиальных клетках, CEMIP – эпителиально-ме-
зенхимальный переход (источники: База данных 
Национального центра биотехнологической ин-
формации (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov) [68]).

По данным Wang S. et al. [57], дифференциаль-
но экспрессирующиеся circRNA в ткани аорты при 
ААА потенциально значимы для регуляции генов, 
задействованных в биологических процессах «кле-
точная адгезия», «воспалительная реакция», «орга-
низация ВКМ», «разборка ВКМ», «регуляция разбор-
ки ВКМ» и «регуляция сборки ВКМ», основными 
клеточными компонентами были «ВКМ», «клеточ-
ное соединение», «белки ВКМ» и «внеклеточная 
область», по KEGG обогащены пути, связанные с 
ВКМ, включая сигнальный путь TNF, сигнальный 
путь NF-κB, взаимодействие ECM-рецептора и сиг-
нальный путь PI3K-Akt.

По данным Nie H. et  al.  [66], при ААА пять 
дифференциально экспрессирующихся lncRNA 
(TTTY7B, HCG27, MIAT, TTTY4C, SNHG3), включён-
ных в сеRNA-сети, участвуют в трансляции генов, 
кодирующих продукты, вовлечённые в связы-
вание белков, передачу сигнала, транскрипцию 
ДНК и РНК, развитие и дифференцировку клеток. 
В ткани аорты пациентов с ААА зарегистрирован 
повышенный уровень экспрессии lncRNA NUDT6, 
для которой in vitro показано, что сверхэкспрессия 
нарушает миграцию ГМКС, ограничивает их про-
лиферацию и усиливает апоптоз [69].

Наряду с результатами биоинформатического 
анализа на основании данных транскриптомных 
исследований, о потенциальной значимости от-
дельных lncRNA и circRNA в патогенезе АА могут 
свидетельствовать данные об их вовлечённости в 
функционирование ключевых клеточных участ-
ников патогенеза при развитии данной патологии. 
Например, установлено, что lncRNA ANRIL (извест-
на также как CDKN2B-AS1) регулирует экспрессию 
генов, функционально связанных с ГМКС, SENCR 
ингибирует их миграцию, LncAng362 (в настоящее 
время известна как MIR222HG) регулирует про-
лиферацию, HIF1A-AS1 оказывает проапоптиче-
ский и антипролиферативный эффект на данные 
клетки (цит. по Duggirala et al. [49]). В дальнейшем 
значимость данных lncRNA в развитии АА полу-
чила подтверждение в других исследованиях. 
Так, установлено повышение уровня HIF1A-AS1 
в сыворотке пациентов с ТАА [70], в тканях аорты 
при ТАА [71] и при TAAA [65]. Подтверждено уча-
стие данной lncRNA в регуляции пролиферации, 
апоптоза и активности белков внеклеточного 
матрикса в ГМКС [65, 71, 72]. В частности, in vitro  
показано, что подавление HIF1a-AS1 влияет на 
уровень апоптотических белков (приводит к сни-
жению уровня экспрессии каспазы 3 и каспазы 8 
и к повышению экспрессии Bcl2), защищает от 
апоптоза и стимулирует пролиферацию ГМКС, что 
указывает на участие данной lncRNA в патогенез 
ТААА [65].

В ряде исследований установлена вовлечён-
ность lncRNA в детерминацию уровня матричных 
металлопротеиназ. Металлопротеиназы, в том 
числе и MMP2, являются важными участниками 
патогенеза АА  [73, 74]. Повышение уровня MMP2 
рассматривается в качестве ключевого события, 
происходящего во время развития ААА [74]. Среди 
дифференциально экспрессирующихся при АА  – 
lncRNA ENSG00000260135 (MMP2-AS1), являющаяся 
антисмысловым транскриптом для MMP2  [46]. 
Уровень данной lncRNA повышен в ткани аор-
ты при ТАА и расслоении аорты  [75]. Ещё одна 
lncRNA, RP11-465L10.10 (известна как SLC12A5-AS1 
и MMP9 antisense RNA  1), влияет на экспрессию 
MMP9 через сигнальный путь NF-κB и индуцирует 
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переключение фенотипа ГМКС с сократительного 
на синтетический [76].

Антисмысловые РНК часто вовлекаются в ре-
гуляцию экспрессии как своих генов-хозяев, так 
и других генов с помощью различных молеку-
лярных механизмов [77]. В экспериментах in vivo 
(на  мышиной модели ААА) и in  vitro (на ГМКС 
аорты мыши) установлено, что при ААА уровень 
lncRNA SENCR снижен, тогда как сверхэкспрессия 
данной lncRNA не только подавляла апоптоз ГМКС, 
но и способствовала снижению экспрессии генов 
матриксных металлопротеиназ ММР2 и ММР9, в 
то время как экспрессия тканевого ингибитора ме-
таллопротеиназы 1 (TIMP-1) увеличивалась (вслед-
ствие чего подавлялась деградация ВКМ), что при-
водило к ингибированию образования ААА [78].

Известны и другие lncRNA, участвующие в 
регуляции уровня матричных металлопротеиназ, 
в том числе PVT1. У человека и на модельных объ-
ектах при ААА в ткани аорты регистрировали уве-
личение уровня lncRNA PVT1, что сопровождалось 
усилением апоптоза ГМКС, разрушением ВКМ и 
переключением фенотипа ГМКС  [79]. На мыши-
ной модели показано, что подавление lncRNA PVT1 
отменяло вызванное ангиотензином II (AngII) раз-
витие ААА, что сопровождалось ослаблением де-
градации ВКМ и воспаления, а также улучшением 
биохимических показателей (снижались уровни 
белков MMP-1, MMP-9, а также TNF-α, IL-1β и IL-6, 
увеличивался уровень TIMP-1) [79].

Под контролем lncRNA находятся и другие зве-
нья патогенеза АА. lncRNA CRNDE подавляется в тка-
нях AAA и AngII-стимулированных ГМКС (модель 
развития АА in vitro), а сверхэкспрессия данной 
lncRNA способствует пролиферации ГМКС и инги-
бирует клеточный апоптоз в ААА путём регуляции 
Smad3 при участии Bcl-3 (lncRNA CRNDE, связанная 
с Bcl-3, регулирует убиквитинирование Smad3) [80].

Для lncRNA H19 характерен повышенный уро-
вень экспрессии в образцах ткани аорты (у чело-
века и у мышей) [81]. Сверхэкспрессия H19 in vivo 
усиливала сосудистое воспаление и индуцировала 
образование ААА, что подтверждалось ухудше-
нием морфологии аорты, максимальными значе-
ниями диаметра аорты, деградацией эластина, экс-
прессией интерлейкина-6 (IL-6) и макрофагального 
хемоаттрактантного белка-1 (MCP-1) и макрофа-
гальной инфильтрацией, тогда как подавление H19 
приводило к противоположным эффектам  [81]. 
При нокдауне HOTAIR регистрировали снижение 
экспрессии коллагена I и III типов на уровне как 
мРНК, так и белка (что указывает на вовлечён-
ность данной lncRNA в ремоделирование ВКМ), а 
также наблюдали апоптоз и снижение пролифера-
ции клеток [52].

Сверхэкспрессия lncRNA GAS5 индуцировала 
апоптоз ГМКС и подавляла их пролиферацию, тем 

самым благоприятствуя образованию ААА в мы-
шиных моделях [82], а circCdyl способствовала раз-
витию CaCl2- и AngII-индуцированных ААА через 
поляризацию M1 и развитие воспаления М1-типа 
путём связывания IRF4 и ингибирования его про-
никновения в ядро клетки [83].

В некоторых исследованиях показано измене-
ние уровня lncRNA в ответ на воздействие эндо-
генных факторов, значимых при развитии АА, 
а также взаимодействия между lncRNA и генами, 
патогенные варианты которых способствуют раз-
витию АА [84–86]. Так, в крови пациентов с синдро-
мом Лоеса–Дитца (при котором часто развивается 
ТАА) сверхэкспрессируется lncRNA AK056155, при-
чём экспрессия данной lncRNA усиливалась при 
воздействии TGF-β1 (показано in vitro) [87] – одного 
из ключевых участников патогенеза ТАА на моле-
кулярном уровне [88].

Установлена положительная корреляция по 
уровню экспрессии между lncRNA ENSG00000269936 
и MAP2K6 (повышен уровень), а также между 
lncRNA_1421 и FBLN5, ACTA2, TIMP3 (понижен уро-
вень) у пациентов с расслоением грудной аор-
ты [46]. Гены FBLN5 и ACTA2 (кодируют белки, уча-
ствующие в сокращении гладкомышечных клеток) 
с пониженной экспрессией отнесены к категории 
генетически и/или эпигенетически значимых для 
риска развития АА [21], а для гена ACTA2 описаны 
патогенные варианты с доказанной значимостью 
для развития ТАА [89].

Приведённые в настоящем разделе данные 
свидетельствуют о том, что ДЭГ lncRNA и circRNA 
задействованы в широком спектре патогенетиче-
ски значимых для развития АА процессов. Отме-
чается также связь уровня lncRNA и circRNA с 
клиническими и диагностически значимыми для 
АА показателями. Li Y. et al. [51] установлена поло-
жительная корреляция уровня lnc-HLTF-5 с расши-
ренным диаметром восходящей аорты и уровнем 
MMP9 у пациентов с ТАА. У пациентов со споради-
ческой ТАА в поражённой ткани восходящего отде-
ла аорты регистрировали снижение уровня lncRNA 
HOTAIR, и её уровень отрицательно коррелировал 
с диаметром аорты [52]. Морфологические особен-
ности аорты зависели от уровня lncRNA H19 [81].

Клиническая значимость lncRNA показана 
и на модельных объектах (на мышах). Нокдаун 
lncRNA PVT1 (уровень которой повышен в ткани 
аорты при ААА) обращал вспять вызванные AngII 
изменения, связанные с AAA (такие как расшире-
ние диаметра аорты, утолщение адвентиции, по-
теря эластина в аорте, усиленный апоптоз клеток 
аорты, повышение уровня MMP2, MMP9, сниже-
ние уровня TIMP-1, увеличение уровня провоспа-
лительных цитокинов) [79]. Усиление экспрессии 
circChordc1 (уровень которой снижен в ткани аор-
ты при ААА) вызывало существенное уменьшение 
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максимального диаметра брюшной аорты, и в 
группе со сверхэкспрессией данной кольцевой 
РНК практически не регистрировались случаи раз-
вития ААА и разрыва аорты [90].

Таким образом, получены убедительные дан-
ные о вовлечённости lncRNA и circRNA в регуля-
цию патогенетически значимых для развития АА 
метаболических путей и функционирование клю-
чевых структурных компонент аорты. Поэтому 
важной представляется детализация молекуляр-
ных механизмов, через которые реализуется уча-
стие данных регуляторных молекул в патогенезе 
ААА и ТАА.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ ПАТОФИЗИОЛОГИЯ 
АНЕВРИЗМЫ АОРТЫ  

С УЧАСТИЕМ lncRNA И circRNA

Молекулярные процессы с участием lncRNA 
и circRNA описаны для различных патогенетиче-
ски значимых звеньев и процессов развития АА, 
в том числе следующих: дисфункция ГМКС; пере-
ключение фенотипа ГМКС с сократительного на 
синтетический; нарушение миграции и диффе-
ренцировки ГМКС; дисфункция эндотелиальных 
клеток; жизнеспособность, пролиферация, апоптоз 
ГМКС; деградация ВКМ; воспалительная реакция;  

Таблица 3. Функциональные взаимодействия между lncRNA и другими молекулами при АА

Исследуемые группы, 
ткани, клетки*

Сети сeRNA (lncRNA/микроРНК/мРНК) 
и другие молекулярные  
взаимодействия lncRNA

Чувствительные к изменению  
уровня lncRNA патогенетически  

значимые звенья и процессы

ТАА с мутациями  
в генах сигнального пути 
TGF-β и цитоскелета, 
ГМКС [88]

HDAC9 + MALAT1 [NEAT1] ↑ + BRG1 
[SMARCA4]

дисфункция ГМКС ↑,  
экспрессия генов  

сократительных белков ↓

ТАА, ГМКС аорты,  
первичные ГМКС  
аорты [91]

NEAT1 ↑/miR-324-5p/RAN пролиферация ↓,  
апоптоз ↑

ТАА, кровь, ГМКС,  
ткань аорты [92] XIST ↑/miR-193a-5p/KLF7 пролиферация ↓,  

апоптоз ↑

ГМКС (крысы, мыши,  
человек) [93] Xist ↑/miR-29b-3p/Eln апоптоз ↑

ТАА, ГМКС [46] XIST ↑/hsa-miR-17-5p/p21 пролиферация

Синдром Лоеса–Дитца, 
эндотелиальные клетки 
периферической  
крови [87]

TGF-β1 [TGFB1] → AK056155 риск формирования АА  
через сигнальный путь AKT/PI3K

TAA, ГМКС аорты [94] LOXL1-AS ↑ → Giver ↑ пролиферация ↑,  
апоптоз ↓ (экспрессия Bcl-2 ↑) 

TAA, ткани аорты [95] MIAT ↑/miR-145/p‐Akt  
(сигнальный путь PI3K/Akt)

жизнеспособность клеток ↑,  
апоптоз ↓ (экспрессия  

антиапоптических белков Bcl-2 ↑  
и Bcl-xl ↑)

TAA, ткань аорты,  
сыворотка, ГМКС [96] H19 ↑/miR-1-3p/ADAM10

пролиферация ↓,  
апоптоз ↑,  

деградация ВКМ ↑

ТАА, ГМКС [71] HIF1A-AS1 ↑/let-7g/APAF1
пролиферация ↓,  

апоптоз ↑, деградация ВКМ ↑  
(экспрессия белков ВКМ)

ТАА, медия аорты [72] BRG1 [SMARCA4] ↑ → HIF1A-AS1 ↑;  
BRG1 [SMARCA4] + HIF1A-AS1

пролиферация ↓,  
апоптоз ↑

ТАА, сыворотка, 
ГМКС [70]

HIF1A-AS1 ↑/…/CASP3 ↑,  
CASP8 ↑, Bcl2 ↓

пролиферация ↓,  
апоптоз ↑
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Таблица 3 (продолжение)

Исследуемые группы, 
ткани, клетки*

Сети сeRNA (lncRNA/микроРНК/мРНК) 
и другие молекулярные  
взаимодействия lncRNA

Чувствительные к изменению  
уровня lncRNA патогенетически  

значимые звенья и процессы

ТАА/РА, ткань сосудов, 
ГМКС [76]

RP11-465L10.10 [SLC12A5  
и MMP9 antisense RNA 1] ↑/…/MMP9 (че-

рез сигнальный путь NF-κB)
переключение фенотипа ГМКС  

с сократительного на синтетический

TAA, ткань аорты [55]
RP11-465L10.10 [SLC12A5  

и MMP9 antisense RNA 1] ↑ + 
NF-kappaBp50 + MZF1/…/MMP9

–

Модель TAA in vivo 
(мыши Fbn1C1039G/+), 
ГМКС аорты [97]

Sox2ot ↑/mmu-miR-330-5p/Myh11 пролиферация ↓, апоптоз ↑

ТАА, ГМКС [98]
HOXA-AS2 ↑/miR-520d-3p/ 

KIAA1522 [NHSL3];  
HOXA-AS2 + IGF2BP3 → стабилизация 

мРНК KIAA1522 [NHSL3]

дифференцировка клеток,  
пролиферация ↑, апоптоз ↓

ААА, ГМКС [99] LUCAT1 ↑/miR-199a-5p/MYRF пролиферация ↓, апоптоз ↑

ААА, ГМКС, кровь [64] NEAT1 ↑/miR-30d-5p/ADAM10
пролиферация ↓, апоптоз ↑,  

воспалительная реакция ↑ (TNF-α ↑, 
IL-6 ↑, IL-1β ↑); окислительный стресс ↑

ААА, ГМКС [100] STAT3 ↑ → NEAT1 ↑/miR-4688/TULP3 пролиферация ↓, апоптоз ↑

ААА, эндотелиальные 
клетки [85]

(IL-6 + ERK [MAPK1]) →  
MALAT1 [NEAT1] ↑/ … /NOX2 [CYBB] дисфункция эндотелиальных клеток ↑

ААА, ГМКС [66] SNHG5 ↓/miR-205‐5p/SMAD4 пролиферация ↓, миграция ↓, апоптоз ↑

Модель ААА, ГМКС 
(мышь) [101] XIST ↑/miR-762/MAP2K4 пролиферация ↓, апоптоз ↑

ААА, сыворотка [102] XIST ↑/miR-1264/WNT5A (регуляция  
сигнального пути WNT/β-катенин) пролиферация ↓, апоптоз ↑

Модель ААА,  
ГМКС (мышь) [79] PVT1 ↑/ … /MMP2 ↑, MMP9 ↑, TIMP1 ↓

апоптоз ↑, разрушение ВКМ ↑,  
переключение с сократительного  
на синтетический фенотип ГМКС,  

усиление воспаления  
(TNF-α ↑, IL-1β ↑ и IL-6 ↑)

ААА, ткань аорты, 
ГМКС [103] PVT1 ↑/miR-3127-5p/NCKAP1L пролиферация ↓, апоптоз ↑,  

воспаление ↑

РA/ГМКС аорты  
человека [104]

PTENP1 ↑/miR-21/PTEN → Akt ↓  
(сигнальный путь PI3K/Akt) пролиферация ↓, апоптоз ↑

Модель ААА, ткань 
аорты, ГМКС (мышь) [78] SENCR ↓/…/MMP2 ↑, MMP9 ↑, TIMP1 ↓ апоптоз ↑, разрушение ВКМ ↑

ААА, ткань аорты,  
ГМКС (человек, 
мышь) [81]

H19 ↑/let-7a/IL-6
воспаление сосудов ↑, MCP-1 ↑, IL-6 ↑, 

ухудшение морфологии аорты,  
диаметр аорты ↑, деградация эластина ↑,  

макрофагальная инфильтрация ↑

Модель ААА,  
ГМКС (мышь,  
мини-свиньи) [105]

(H19 ↑ + Sp1) → (HIF1α ↑ + Mdm2) → р53↑ пролиферация ↓, апоптоз ↑

ААА, ГМКС (человек, 
мышь) [69]

NUDT6 ↑ + CSRP1 ↓ … FGF2 ↓,  
αSMA [ACTA2] ↓

нарушение миграции и дифференци-
ровки ГМК, пролиферация ↓, апоптоз ↑
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Таблица 3 (окончание)

Исследуемые группы, 
ткани, клетки*

Сети сeRNA (lncRNA/микроРНК/мРНК) 
и другие молекулярные  
взаимодействия lncRNA

Чувствительные к изменению  
уровня lncRNA патогенетически  

значимые звенья и процессы

Модель ААА,  
ГМКС (мышь) [106]. Sox2ot ↑/miR-145/Egr1 окислительный стресс ↑,  

воспаление ↑, апоптоз ↑

ААА, ткань аорты  
(человек, мышь) [82]

GAS5 ↑/miR-21 ↑/PTEN ↑/Akt ↓;
YBX1 ↑ → (GAS5 ↑ + YBX1 ↑) → p21 ↑  

(более значимый путь);  
HIF-1α [HIF1A] ↑→ GAS5 ↑

пролиферация ↓, апоптоз ↑

ГМКС [107] LBX2 → LBX2-AS1 ↑/miR-4685-5p/LBX2 ↑ пролиферация ↓, апоптоз ↑

ААА, макрофаги  
THP-1 [108]

circ0087352 ↑/hsa-miR-149-5p/IL-6,  
CCL2, TNF-α, IL-1β, NF-κB  

(сигнальный путь ERK/NF-κB,  
фосфорилирование IκB и NF-κB p65)

воспалительная реакция макрофагов ↑, 
апоптоз ↑

ААА, ткани аорты,  
ГМКС после воздействия 
Ang-II [109]

circFNDC3B ↑/miR-143-3p/ADAM10
воспаление ↑, IL-6 ↑, TNF-α ↑, апоптоз ↑, 

окислительный стресс ↑,  
пролиферация ↓

ААА, ткань аорты, 
ГМКС [110] circ0002168 ↓/miR-545-3p/CKAP4 пролиферация ↓, апоптоз ↑

ААА (человек, мышь) [90]

circChordc1 ↓ + (ANXA2 ↓) → ослабление 
связывания ANXA2 + GSK3β [GSK3B]; 
↑ взаимодействие GSK3β/β-катенин  

(↑ сигнальный путь GSK3β/β-катенин); 
circChordc1 ↓ + (виментин ↑)

пролиферация ↓, апоптоз ↑,  
α-SMA [ACTA2] ↓, каспаза 3 ↑, PH3 ↓;  

переключение фенотипа ГМКС  
(↓ сократительные маркеры, в т.ч. SM22 

и кальпонин; ↑ экспрессия  
синтетических маркеров,  

в т.ч. виментина и остеопонтина)

ААА, ткани аорты,  
макрофаги, ГМКС,  
эндотелиальные  
клетки [83]

circCdyl ↑/let-7c/C/EBP-δ [CEBPD];
circCdyl ↑ + IRF4 → ингибирование  

входа IRF4 в ядро → поляризация M1
воспаление сосудов ↑,  

поляризация M1 ↑

ААА, ГМКС [111] circCCDC66 ↑/miR-342-3p/CCDC66 пролиферация ↓, апоптоз ↑

ААА, ткани аорты [57] circRBM33 ↑/miR-4268/EPHB2 усиление деградации ВКМ;  
MMP2 ↑; TIMP1 ↓

ААА, ткань аорты,  
модель ААА in vitro [112] LINC00473 ↑/miR-212-5p/BASP1 пролиферация ↓, апоптоз ↑

Примечание. * Во всех случаях, кроме специально отмеченных, исследования проводились на биологических 
образцах от пациентов с аневризмой аорты (АА); ТАА – торакальная аневризма аорты; РА – расслоение аорты, 
ААА  – абдоминальная аневризма аорты; ГМКС  – гладкомышечные клетки сосудов; ВКМ  – внеклеточный  
матрикс. Жирным шрифтом выделены lncRNA; lncRNA/микро-РНК/мРНК – ceRNA-сеть; «→» отмечено влияние 
одного маркера (взаимодействия маркеров) на другой; «↑» и «↓» указано направление изменения уровня 
lncRNA при АА, наблюдаемых in  vivo или in  vitro, а также направление изменения патогенетически значи-
мых процессов при соответствующем изменении уровня lncRNA. В таблице приведены авторские обозначе-
ния lncRNA и белков, в квадратных скобках указаны принятые в настоящее время обозначения генов. «/…/» 
обозначены случаи наличия неизвестных промежуточных звеньев. Знаком «+» отмечены взаимодействия 
или совместные эффекты для указанных молекул.

макрофагальная инфильтрация; окислительный 
стресс; ухудшение морфологии стенки аорты 
(табл. 3, рисунок). В целом, клеточные компонен-
ты, процессы (и участвующие в них молекулы), 
в  которые вовлечены lncRNA и circRNA (табл. 3), 
согласуются с патогенетическими маркерами раз-
вития АА (табл. 2).

На молекулярном уровне установлены различ-
ные взаимодействия lncRNA (формирование сетей 
сеRNA; взаимодействие с другими lncRNA, белка-
ми, в том числе задействованными в эпигенети-
ческих модификациях) и механизмы (регуляция 
транскрипции, трансляции, стабилизация мРНК 
и других процессов, значимых для различных 
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Некоторые примеры вовлечённости сеRNA-сетей в регуляцию патологически значимых процессов в ГМКС 
(или с их участием) при торакальной (ТАА) и абдоминальной (ААА) аневризме аорты. Жирным шрифтом вы-
делены lncRNA. ВКМ – внеклеточный матрикс. На жёлтом фоне приведены ceRNA-сети с участием общих для 
ТАА и ААА lncRNA, на голубом фоне – с участием специфичных для ТАА и ААА lncRNA. Стрелки указывают на-
правление регуляции: от lncRNA через микроРНК к мРНК белок-кодирующих (и некодирующих) генов

сигнальных путей), через которые реализуются их 
эффекты (табл. 3). Большой интерес вызывают ис-
следования по установлению сеRNA-сетей в связи 
с их привлекательностью для выявления новых 
лекарственных мишеней. Патогенетическая зна-
чимость и возможность управления развитием 
патологического процесса при АА для некоторых 
сеRNA-сетей была подтверждена эксперименталь-
но [99, 105, 111].

В большинстве случаев и при ААА, и при ТАА 
формирование сеRNA-сетей связано с такими па-
тологическими процессами, как усиление апоп-
тоза и снижение пролиферации (табл. 3, рисунок). 
При  ТАА сеRNA-сети NEAT1/miR-324-5p/RAN  [91], 
XIST/miR-193a-5p/KLF7  [92] и другие связаны с на-
рушением апоптоза и пролиферации ГМКС. Уста-
новлено проапоптическое влияние lncRNA LUCAT1 
(уровень повышен при ААА) на ГМКС посредством 
прямого связывания с miR-199a-5p, что приводит к 

повышению уровня экспрессии регуляторного фак-
тора миелина MYRF [99]. В сыворотке пациентов 
с ААА наблюдали увеличение уровня lncRNA XIST,  
функция которой заключалась в подавлении апоп-
тоза и стимуляции пролиферации ГМКС аорты  
человека через сигнальный путь WNT/β-катенин 
посредством связывания miR-1264 и повышения 
экспрессии WNT5A  [102]. CircFNDC3B, высокоэкс
прессирующаяся в тканях AAA и обработанных 
AngII ГМКС (клеточная модель АА), действует как 
конкурирующая эндогенная РНК для miR-143-3p 
и тем самым приводит к повышению экспрес-
сии ADAM10, что увеличивает цитотоксичность  
в ГМКС  [109]. Cеть сеRNA circCCDC66/miR-342-3p/
CCDC66 способна модулировать апоптоз и проли-
ферацию ГМКС при ААА [111].

Также сеRNA-сети оказались связаны с регу-
ляцией воспалительных процессов и окисли-
тельного стресса (NEAT1/miR-30d-5p/ADAM10  [64],  
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H19/let-7a/IL-6 [81], Sox2ot/miR-145/Egr1 [106] и др.), 
с активацией деградации ВКМ (H19/miR-1-3p/
ADAM10, H19/let-7a/IL-6 [81] и др. (табл. 3, рисунок).

Следует отметить несколько принципиальных 
моментов реализации эффектов lncRNA, в том чис-
ле и через сеRNA-сети (табл. 3, рисунок).

Во-первых, одна и та же lncRNA может при-
водить к аналогичным патологическим процессам 
посредством вовлечённости в разные сеRNA-
сети, не только при АА разной, но и одной и той 
же локализации, как это было показано, в част-
ности, для lncRNA NEAT1. Так, на апоптоз и про-
лиферацию ГМКС при ААА оказывали влияние 
сеRNA-сети NEAT1/miR-4688/TULP3  [100] и NEAT1/
miR-30d-5p/ADAM10  [64], при ТАА  – NEAT1/miR- 
324-5p/RAN [91].

Во-вторых, одна и та же lncRNA может вовле-
каться в разные патологические процессы. Напри-
мер, сети H19/miR-1-3p/ADAM10  [96] и HIF1A-AS1/
let-7g/APAF1 [71] значимы не только для регуляции 
пролиферации и апоптоза, но и для деградации 
ВКМ при ТАА, а сеть PVT1/miR-3127-5p/NCKAP1L в 
ткани аорты при ААА – для регуляции пролифера-
ции, апоптоза, воспаления [103].

Уровень матричных металлопротеиназ (вклю-
чая ММР2, ММР9 и др.) оказался зависим от раз-
ных lncRNA, в том числе: ADAM10 – от H19, NEAT1 и 
circFNDC3B, а MMP2 и/или MMP9 – от RP11-465L10.10 
(MMP9 antisense RNA 1), PVT1, SENCR (детали – см. 
табл. 3). С другой стороны, circ0005073 может свя-
зываться с рядом микроРНК (miR-635, miR-527, 
miR-520h, miR-938 и miR-518a-5p) и тем самым вли-
ять на уровень транскрипции разных белков  – 
CCL2, SPP1 и UBA52 [59].

В-третьих, lncRNA чувствительны к воздей-
ствию различных молекулярных стимулов. Напри-
мер, на уровень экспрессии lncRNA NEAT1 (форми-
рует сеRNA-сеть NEAT1/miR-4688/TULP3 в ГМКС) 
влияет STAT3, действующий в качестве фактора 
транскрипции  [100]. В некоторых случаях уста-
новлены петли положительной обратной связи, 
способствующие развитию АА. Так, показано, что 
lncRNA LBX2-AS1 секвестрирует miR-4685-5p, спо-
собствуя тем самым экспрессии LBX2 через меха-
низм ceRNA, при этом LBX2 может действовать как 
активатор транскрипции LBX2-AS1  [107]. В то же 
время даже при взаимодействии одной lncRNA с 
одной микроРНК может наблюдаться каскад био-
химических изменений [82, 108].

Помимо реализации своей функции через 
сеRNA-сети, lncRNA вовлечены в патогенетиче-
ские звенья посредством взаимодействия с бел-
ками или вовлекаясь в регуляцию уровня других 
lncRNA. Например, повышенный апоптоз ГМК 
связан с цитоплазматическим взаимодействием 
между lncRNA Н19 и гипоксически индуцируемым 
фактором 1α (HIF1α) и последующей стабилиза-

цией р53, при этом в ядре клетки H19 усиливает 
транскрипцию HIF1α посредством рекрутирова-
ния Sp1 в его промоторную область (установлены 
два сайта связывания Sp1: -66 и -79) [105]. Иными 
словами, значимые эффекты lncRNA H19 в отноше-
нии АА реализуются через взаимодействие с моле-
кулами различных функциональных классов как 
в цитоплазме, так и в ядре клетки [105].

Для ДЭГ RP11-465L10.10 (MMP9 antisense RNA 1) 
установлено взаимодействие с MZF1, который яв-
ляется фактором транскрипции MMP9 [55]. circCdyl 
не только формирует сеRNA-сеть circCdyl/let-7c/ 
C/EBP-δ (CEBPD) в макрофагах, вызывая поляри-
зацию M1, но и, взаимодействуя с регуляторным 
фактором интерферона 4 (IRF4), ингибирует его 
вход в ядро, что способствует развитию ААА [83]. 
circChordc1, уровень которой существенно снижен 
в ткани АА по сравнению с интактными арте-
риями, за счёт связывания с виментином (VIM) и 
ANXA2 способна оптимизировать фенотип ГМКС, 
стимулировать рост данных клеток путём индук-
ции деградации виментина и повышая актив-
ность пути GSK3β/β-катенина, что, в свою оче-
редь, приводит к ослаблению ремоделирования 
стенки сосудов и препятствует прогрессирова- 
нию АА [90].

В ГМКС lncRNA HOXA-AS2 посредством рекрути-
рования IGF2BP3 способствует стабильности мРНК 
ещё одной lncRNA – KIAA1522 [98]. Сверхэкспрессия 
lncRNA LOXL1-AS приводит к увеличению уровня 
другой lncRNA – Giver в ГМКС аорты человека (но 
избыточная экспрессия Giver не влияет существен-
но на уровень LOXL1-AS), при этом сверхэкспрессия 
данных lncRNA (LOXL1-AS и Giver) приводит к уси-
лению пролиферации и ингибированию апоптоза 
ГМКС аорты человека [94].

Кроме того, являясь участниками эпигене-
тических процессов, lncRNA вовлекаются в эпи-
генетические события на других уровнях. In vitro 
показано, что lncRNA HIFA1-AS во взаимодействии 
со сверхэкспрессирующимся в медии аорты с ТАА 
ферментом ремоделирования хроматина BRG1 иг-
рает ключевую роль в регуляции пролиферации и 
апоптоза ГМКС, что, по мнению авторов, указывает 
на потенциальную значимость данного комплекса 
и входящей в его состав lncRNA HIFA1-AS в пато-
генезе аневризмы грудной аорты [72].

BRG1 вовлечён и в другие молекулярные сети 
с участием lncRNA. Так, установлено, что патоген-
ные для АА варианты, приводящие к нарушению 
передачи сигналов TGF-β и/или цитоскелета ГМКС, 
приводят к образованию тройного комплекса, 
включающего гистоновую деацетилазу HDAC9, 
фермент ремоделирования хроматина BRG1 и 
lncRNA MALAT1  [88]. При наличии патогенети-
чески значимых вариантов в генах АА p.G357W 
TGFR2 и p.R179H ACTA2 наблюдали селективное 
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связывание данного тройного комплекса (HDAC9, 
BRG1 и MALAT1) с промоторами смубелина-1 
(SMTN1), кальпонина (CNN1), винкулина (VCL1) 
и трансгелина (SM22α) [88].

Следует отметить, что для АА разной локализа-
ции – ТАА и ААА – наблюдалось перекрывание как 
между lncRNA (LUCAT1, NEAT1, XIST, H19, Sox2ot), 
так и регулируемыми ими не только процессами 
(пролиферация, апоптоз), но и молекулярными 
маркерами (белками  – MMP2, MMP9, ADAM10, 
TIMP1, микроРНК – miR-145), но на настоящий мо-
мент не зарегистрировано полностью идентичных 
молекулярных путей, в частности, сеRNA-сетей 
(табл. 3, рисунок). Это согласуется с данными о раз-
личиях по значимости этиологических факторов  
в развитии ТАА и ААА.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследования, посвящённые изучению длин-
ных некодирующих/кольцевых РНК в патогенезе 
АА, имеют недавнюю историю  – менее 10  лет.  
В то же время уже опубликован ряд обзорных ра-
бот, посвящённых анализу lncRNA при АА различ-
ной локализации  [5, 30, 36, 49, 113, 114]. В данных 
обзорах рассматриваются либо отдельные lncRNA, 
либо длинные некодирующие РНК наряду с дру-
гими эпигенетическими маркерами. Так, в обзоре 
Gareev et al. [113] приводится сводка по 12 lncRNA, 
значимых для развития АА (5 lncRNA – для ТАА, 6 – 
для ТАА, 1 – для TAAA), но анализируются они с точ-
ки зрения их включённости в патогенез внутриче-
репных аневризм (в том числе и через возможную  
вовлечённость в регуляцию факторов риска дан-
ной патологии). Сравнение спектра lncRNA, зна-
чимых для АА различной локализации, в другой 
обзорной работе [114] также ограничивалось еди-
ничными молекулами данного класса: для TAA – 
6 lncRNA, для ААА – 8 lncRNA. В недавней публика-
ции [36] рассматривалась роль lncRNA в развитии 
ААА наряду с другими эпигенетическими факто
рами. Во всех этих обзорах отмечается важная роль 
lncRNA в развитии данных аортопатий и актуаль-
ность продолжения подобного рода исследований.

Информация, приведённая в настоящем об-
зоре, свидетельствует о том, что происходит бы-
строе накопление данных как по спектру lncRNA 
и circRNA, уровень которых изменяется в пора-
жённой ткани и в крови у пациентов с АА раз-
личной локализации, так и по перечню метаболи-
ческих путей и клеточных процессов, в которые 
они вовлечены (что показано с использованием 
биоинформатических и экспериментальных  
подходов).

Несмотря на определённое сходство в клини-
ческой картине развития ТАА и ААА, а также общ-

ность для данных аортопатий некоторых ключе-
вых патогенетических изменений на клеточном и 
молекулярном уровне (даже идентичность lncRNA 
и биохимических показателей, уровень которых 
изменяется при развитии патологии), до настоя-
щего времени не выявлено полностью идентич-
ных ключевых звеньев патогенеза (в частности, 
сеRNA-сетей). Это может быть связано как со спе-
цифичностью эмбрионального происхождения 
клеток различных регионов аорты, особенностя-
ми вклада различных этиологических факторов в 
риск развития ТАА и ААА, так и в целом с непро-
должительностью исследований lncRNA при АА 
разной локализации.

В то же время уже сейчас полученные дан-
ные позволили авторам предложить ряд lncRNA 
и circRNA в качестве диагностических маркеров 
АА и перспективных мишеней для разработки 
новых лекарственных препаратов. В качестве 
диагностических маркеров при ААА предлагают 
использовать ENST00000566954, ENST00000580897, 
T181556  [97]. Сниженный уровень lncRNA LUCAT1 
в плазме крови рассматривается в качестве пер-
спективного диагностического маркера для вы-
явления пациентов с ТАА  [63]. Диагностической 
значимостью при ТАА и расслоении грудной аор-
ты может обладать lncRNA XIST (особенно у муж-
чин, так как в норме данная lncRNA не выявля- 
ется) [46, 92].

Обсуждаются возможности разработки на 
основе некоторых lncRNA новых лекарственных 
препаратов для лечения АА [55, 78, 91]. Например, 
для лечения ТАА предлагают использовать lncRNA 
Malat1 [88], LINC00473 [97], NEAT1 [91], H19 [81, 96]. 
lncRNA SNHG5 [66] рассматривают в качестве мно-
гообещающей мишени для терапии ААА, RP11-
465L10.10 – для лечения ТАА и её расслоения [76]. 
Маркеры, входящие в сеRNA-сеть с участием hsa_
circ_0081968, hsa_circ_0005073, hsa_circ_0011449 [60], 
а также сеRNA-сеть PVT1/miR-3127-5p/NCKAP1L [103],  
вызвали интерес исследователей с точки зрения 
разработки на их основе препаратов для лечения 
аневризм брюшной аорты.

Список кандидатных lncRNA и circRNA для 
диагностики АА различной локализации и раз-
работки на их основе новых лекарственных пре-
паратов не ограничен приведёнными выше. Более 
того, можно ожидать, что в ближайшие годы будет 
продолжен как поиск новых регуляторных РНК, 
информативных для данных целей, так и разработ-
ка на их основе лекарственных препаратов.
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PATHOGENETIC SIGNIFICANCE  
OF LONG NON-CODING RNAs IN THE DEVELOPMENT  

OF THORACIC AND ABDOMINAL AORTIC ANEURYSMS

Review

A. N. Kucher, Iu. A. Koroleva, and M. S. Nazarenko*

Research Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Medical Center,  
Russian Academy of Sciences, 634050 Tomsk, Russia; e-mail: maria.nazarenko@medgenetics.ru

Aortic aneurysm (AA) is a life-threatening condition with high prevalence and risk of severe complica-
tions. The aim of this review was to summarize the data on the role of long non-coding RNAs (lncRNAs) 
in the development of aortic aneurysms of various locations. Over a less than decade of lncRNA studies 
in AA, using experimental and bioinformatic approaches, scientists have obtained the data confirming 
the involvement of these molecules in metabolic pathways and pathogenetic mechanisms critical for the 
development of aneurysms. Regardless of the location of the pathological process (thoracic or abdomi-
nal aorta), changes in the expression levels of various lncRNAs in the tissue of the affected vessels have 
been established. The consistency of changes in the expression level of lncRNA, mRNA and microRNA  
in aortic tissues during AA development has been recorded. Also, a number of regulatory networks those 
are pathogenetically significant for biochemical pathways and cellular processes have been identified,  
in which lncRNAs act as the competing endogenous RNAs (ceRNA networks). Moreover, on the one hand, 
the same lncRNA can be involved in different ceRNA networks and regulate different biochemical and 
cellular events; on the other hand, the same pathological process is controlled by different lncRNAs.  
Despite some similarities in pathogenesis and the overlap of the lncRNA spectrum, identical ceRNA net-
works have not been described for abdominal and thoracic aortic aneurysms. Interactions between 
lncRNA and protein molecules, including those involved in epigenetic processes at other levels, have 
also been identified as potentially relevant to the pathogenesis of aortic aneurysm. For some lncRNAs, 
correlations of the expression level with clinically significant aortic features and biochemical findings  
AA were observed. The identification of regulatory RNAs that are functionally significant for aneurysm 
development is important for clarification of the disease pathogenesis and will also provide a basis  
for early diagnosis and development of new preventive and therapeutic drugs.

Keywords: long non-coding RNAs, circular RNAs, aortic aneurysm
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N6-Метиладенозин (m6A) является одной из наиболее распространённых модификаций матрич-
ных РНК (мРНК) в эукариотических и прокариотических организмах. В течение последних лет 
был накоплен большой объём экспериментальных данных по участию m6A-метилирования 
в регуляции стабильности и трансляции различных мРНК, причём до недавнего времени боль-
шинство таких исследований было сфокусировано на цитоплазматических функциях этой моди-
фикации. Данный обзор посвящён рассмотрению ряда новых работ, раскрывающих роль N6-мети-
ладенозина в процессах, происходящих в клеточном ядре, таких как транскрипция, организация 
хроматина, сплайсинг, ядерно-цитоплазматический транспорт и метаболизм РНК:ДНК гибридов. 
Основываясь на этом анализе, мы предлагаем рассматривать модификации ядерных РНК как 
дополнительную детерминанту регуляции экспрессии генов, которая наряду с метилированием 
ДНК и модификациями гистонов определяет структуру и функции хроматина в различных био-
логических контекстах.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: модификации РНК, N6-метиладенозин (m6A), метилтрансферазы METTL3 
и  METTL14, деметилазы FTO и ALKBH5, m6A-связывающие белки семейства YTHDF и YTHDС, 
хроматин, R-петли.

DOI: 10.31857/S0320972524010099 EDN: YRBLDZ

Принятые сокращения: днкРНК  – длинные неко-
дирующие РНК; carРНК  – chromosome associated 
regulatory RNAs, ассоциированные с хромосомами 
регуляторные РНК; m6A  – N6-метиладенозин; m6A-
мРНК – m6A-модифицированная мРНК.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время известно около 170 различ-
ных неканонических нуклеотидов, встречающихся 
в составе РНК эукариотических и прокариотиче-
ских организмов [1]. Подобно модификациям ДНК, 
большинство модификаций РНК являются обрати-
мыми и могут быть вовлечены в быструю регуля-
цию различных биологических процессов [2]. Аде-
нозин может быть метилирован по трём атомам 
азота в положениях N1, N2 или N6. Присутствие в 
биологических системах РНК с аденозином, мети-
лированным по атому азота в позиции N6 (N6-ме-

тиладенозин, m6A), было открыто в 1970-х гг. [3, 4]. 
m6A является наиболее распространённой моди-
фикацией эукариотических мРНК. Примерно 25% 
мРНК млекопитающих содержат от одной до трёх 
таких модификаций на транскрипт  [3, 5, 6]. При-
сутствие m6A в составе мРНК эволюционно кон-
сервативно, этот нуклеозид был обнаружен в РНК 
прокариот [7], а также различных групп эукариот, 
включая дрожжи, насекомые и растения  [8–10].  
В большинстве случаев m6A встречается в контек-
сте последовательности (G/A)(m6A)C  [11,  12]. Сай-
ты m6A-метилирования, как правило, обогащены 
консенсусным мотивом RRACH (R = G или A и H = A, 
C или U) и чаще обнаруживаются в 3′-нетрансли-
руемых областях, а также присутствуют вокруг 
стоп-кодонов, в 3′-участках экзонов и в 5′-нетранс-
лируемых областях (UTR) в транскриптомах чело-
века и мыши [13, 14]. Помимо мРНК, m6A присут-
ствует в длинных некодирующих РНК (днкРНК, 
lncРНК), таких как Xist, а также малых ядерных  
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и рибосомных РНК  [15–18]. Поскольку её введе-
ние является динамически обратимым процес-
сом, m6А-метка может быть добавлена с помощью 
метилтрансфераз (известных как «писатели») и 
удалена с помощью деметилаз (известных как 
«стиратели») [19–24]. Кроме того, существуют спе-
цифические белки, распознающие m6A (известные 
как «считыватели»), которые могут напрямую или 
косвенно через белки-партнёры связывать после-
довательности, содержащие эту модификацию, 
влияя на метаболизм различных мРНК  [25–27]. 
Такая обратимость m6A-метилирования вносит 
дополнительную гибкость в регуляцию экспрес-
сии генов. Многочисленные исследования пока-
зали, что m6A-метилирование, вероятно, является 
ключевым регулятором целого ряда важных био-
логических процессов, таких как эмбриональное 
развитие, обновление и дифференцировка стволо-
вых клеток, иммунный ответ, а также участвует 
в опухолеобразовании и патогенезе метаболиче-
ских заболеваний [19, 28–32]. Примечательно, что 
большинство работ, посвящённых исследованию 
m6A-метилирования, до недавнего времени было 
преимущественно сосредоточено на исследовании 
цитоплазматических функций этой модификации, 
таких как регуляция стабильности и трансляция 
мРНК в различных модельных системах. Это поло-
жение вещей изменилось в последние годы с появ-
лением исследований роли m6A-метилирования в 
метаболизме различных ядерных РНК. Так как ко-
личество таких исследований постоянно увеличи-
вается, мы считаем своевременным обзор и осмыс-
ление этих результатов. Основываясь на этом, в 
данном обзоре мы приводим анализ современных 
представлений об участии m6A в регуляции биоло-
гических процессов, происходящих в ядре эукарио-
тических клеток, уделяя внимание механизмам 
хранения и реализации генетической информа-
ции, в первую очередь – организации хроматина. 
Также мы рассматриваем участие m6A в организа-
ции R-петель – структур, образуемых в клеточном 
ядре в результате формирования РНК:ДНК гибрид-
ных гетеродимеров. 

m6A-«ПИСАТЕЛИ»,  
«СТИРАТЕЛИ» И «СЧИТЫВАТЕЛИ»

На данный момент охарактеризованы ме-
тилтрансферазы и деметилазы, которые обес-
печивают установку и удаление m6А из разных 
типов РНК  [20]. Для мРНК и других транскрип-
тов, которые синтезируются РНК-полимеразой  II 
(таких как большинство малых РНК, микро-
РНК, миРНК), описан комплекс метилтрансфераз 
METTL3–METTL14–WTAP, ответственный за вне-
сение m6A во вновь синтезированные РНК в ядре 

клетки [18]. METTL3, основной компонент с метил-
трансферазной активностью, в присутствии S-аде-
нозилметионина (SAM) может катализировать 
метилирование РНК в ядре во время транскрип-
ции. METTL14 является аллостерическим акти-
ватором и действует как РНК-связывающая плат-
форма, образуя стабильный гетеродимер с METTL3 
и усиливая таким образом его каталитический 
эффект  [21, 22]. WTAP-Белок, ассоциированный с 
опухолью Вильмса  1, взаимодействует с METTL3 
и METTL14 и важен как для локализации дан-
ного метилтрансферазного комплекса в ядерных 
регионах, обогащённых факторами процессинга 
пре-мРНК, так и для каталитической активности 
METTL3 [23]. WTAP может также связываться с дру-
гими белками, обладающими метилтрансфераз-
ной активностью [24]. Например, белок RBM15/15В, 
связываясь с WTAP, привлекает метилтрансфераз-
ный комплекс к сайтам модификации аденина 
на мРНК. Этот процесс важен для контроля инак-
тивации Х-хромосомы [16, 33]. Недавно открытая 
метилтрансфераза 5 (METTL5) была идентифициро-
вана как новая метилтрансфераза, ответственная 
за m6A-метилирование 28S рРНК и 18S рРНК  [31]. 
Уменьшение уровня METTL5 приводит к наруше-
нию сборки 80S рибосомы и снижению трансля-
ции мРНК, участвующих в метаболизме жирных 
кислот  [34]. Другой фермент  – METTL16 (метил-
трансфераза  16)  – катализирует образование ме-
тилированного аденина в малой ядерной РНК U6 
(мяРНК), участвующей в сплайсинге и входящей в 
группу ядерных мРНК [35]. В отличие от комплекса 
METTL3–METTL14, METTL16 может метилировать 
только ограниченное количество мРНК, содержа-
щих специфический структурный элемент вместе 
с последовательностью 5′-UACAGAGAA-3′  [35–37]. 
В последние годы были обнаружены и другие «пи-
сатели» m6А, в том числе ZC3H13, VIRMA, ZCCHC4 
и HAKAI  [38]. Многие из них связаны с процес-
сами опухолеобразования, например, экспрессия 
ZC3H13 коррелирует с уровнем клинико-пато-
логических факторов, наблюдающихся при неко-
торых видах рака почки [39], а метилтрансфераза 
VIRMA (KIAA1429) выступает как онкоген в зло-
качественных опухолях молочной железы, гепато-
целлюлярной карциноме (HCC), немелкоклеточ-
ном раке лёгкого и остеосаркоме  [40]. Несмотря 
на многообразие вновь открывающихся потенци-
альных m6A-метилтрансфераз, комплекс METTL3–
METTL14–WTAP остаётся главным и основным 
ответственным за внесение m6A во вновь синтези-
рованные РНК в ядре клетки.

Удаление m6A из РНК может осуществляться 
двумя различными деметилазами: FTO (белок 
жировой массы и ожирения) и ALKBH5 (гомолог 5 
альфа-кетоглутарат-зависимой диоксигеназы АlkB 
E. coli)  [41, 42]. Между двумя m6A-деметилазами 
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существует функциональная разница. Так, FTO 
деметилирует m6A, находящийся во внутренних 
районах мРНК, наряду со «стиранием» целого ряда 
других РНК-модификаций (U6 РНК, N6, 2-O-диме-
тиладенозин (m6Am) на мРНК, N1-метиладенозин 
(m1A) на тРНК, 3-метилтимин (m3T) на одноцепо-
чечных ДНК (оцДНК) и 3-метилурацил (m3U) на 
оцРНК), а ALKBH5 отвечает только за катализ уда-
ления m6A на оцРНК [41–44]. Примечательно, что 
ALKBH5 локализован в ядерных регионах, обога-
щённых факторами процессинга мРНК. Этот факт 
подтверждает то, что именно ядерные РНК явля-
ются основными субстратами ALKBH5 [42].

m6A-Метилазы и -деметилазы играют важные 
роли в процессах, происходящих в ядрах эукарио-
тических клеток. METTL14 и ALKBH5 могут способ-
ствовать развитию рака, регулируя уровни m6A 
в ключевых транскриптах генов эпителиально-
мезенхимального перехода (ЭМП), а также в тран-
скриптах, связанных с ангиогенезом, включая 
TGF-β [45]. Panneerdoss et al. показали, что METTL14 
и ALKBH5 определяют статус метилирования аде-
нозина генов-мишеней, контролируя экспрессию 
друг друга. Наличие гипоксии в опухолях изме-
няет уровень модификации m6A, что приводит к 
повышению экспрессии транскриптов-мишеней 
METTL14 и ALKBH5 в раковых клетках [45]. Напри-
мер, в клетках рака молочной железы гипоксия 
стимулирует HIF-1α- и HIF-2α-зависимую экспрес-
сию ALKBH5 (HIF – гипоксически индуцируемый 
фактор), которая деметилирует мРНК транскрип-
ционного фактора NANOG. Это приводит к уве-
личению экспрессии мРНК и белка NANOG, онко-
логической трансформации стволовых клеток и 
развитию рака молочной железы (BCSC) [46].

В качестве так называемых «считывателей» 
m6A выступают члены семейства m6A-связывающих 
белков, содержащие домен YTH (семейства YTHDF 
и YTHDC), гетерогенные ядерные рибонуклеопро-
теины (HNRNP) и белки, связывающие мРНК инсу-
линоподобного фактора роста 2 (IGF2BP)  [47–49]. 
Семейство YTHDF включает три паралога (YTHDF1, 
YTHDF2 и YTHDF3), каждый из которых имеет раз-
ные функции. Основная роль YTHDF1 заключается 
в увеличении скорости трансляции m6A-модифи-
цированных мРНК (m6A-мРНК) путём стимулиро-
вания сборки рибосомы на m6A-содержащих мРНК 
и взаимодействия с фактором инициации трансля-
ции ELF3C, YTHDF1 избирательно распознаёт m6A-
РНК в последовательности GRm6AC (где R представ-
ляет собой G или A) [26]. Сайты связывания YTHDF1 
чаще всего располагаются вблизи стоп-кодонов и в 
3′-нетранслируемых регионах (3′-UTR) [50]. Основ-
ная функция YTHDF2  – регулирование стабиль-
ности m6A-РНК. Карбоксиконцевой домен YTHDF2 
отвечает за связывание с m6A-РНК, а аминоконце-
вой домен – за расположение YTHDF2 на мРНК в 

местах её дальнейшей деградации [25, 51]. YTHDF3 
усиливает и трансляцию, и деградацию тран-
скриптов мРНК в различных биологических си-
стемах [25, 47]. Согласно преобладающей модели, 
наибольшая часть (~44%) m6A-мРНК связывает 
только один из YTHDF-белков. Только около ~32% 
m6A-мРНК связывают два паралога YTHDF одно-
временно. m6A-мРНК, которые связывают все три 
паралога YTHDF, относительно редки (24%)  [52]. 
Каждый из паралогов YTHDF опосредует эффекты 
m6A, воздействуя на определённые когорты m6A-
мРНК, это приводит к тому, что разные паралоги 
YTHDF контролируют различные физиологические 
процессы [26, 51, 53–55].

К YTH-«считывателям» также относятся 
белки YTHDС1 и YTHDС2 [56, 57]. YTHDC1 – участ-
ник сигнального пути, который влияет на выбор 
сайта сплайсинга. Этот белок изменяет паттерны 
альтернативного сплайсинга в зависимости от 
своей концентрации и играет важную роль в про-
цессинге транскриптов пре-мРНК в ядре  [56, 57]. 
YTHDC1 может распознавать ассоциированные с 
хромосомами регуляторные РНК (chromosome as
sociated regulatory RNAs, carRNAs, carРНК), модифи-
цированные m6A-РНК, и способствовать распаду и 
интерпретации этих РНК, регулируя степень ком-
пактизации хроматина, так же как и уровни тран-
скрипции соответствующих генов  [58]. YTHDC2 
представляет собой белок со множеством разных 
доменов, который регулирует трансляцию, стаби-
лизирует транскрипты и даже может выступать в 
качестве хеликазы [59].

В настоящее время выделяют ещё два семей-
ства m6А-связывающих белков: HNRNP-семейство 
(HNRNPC, HNRNPG и HNRNPA2B1) и белки, связы-
вающие мРНК инсулиноподобного фактора роста 2 
(IGF2BP1-3) [48, 49]. HNRNPC, HNRNPG и HNRNPA2B1 
участвуют в сплайсинге пре-мРНК и регуляции 
стабильности мРНК, подобно YTH-белкам [48, 60]. 
HNRNPC и HNRNPG связывают m6A-модифициро-
ванную РНК посредством механизма «m6A-пере-
ключения», при котором m6A-опосредованная 
дестабилизация шпильки РНК обнажает одно-
цепочечный мотив связывания белков HNRNPC и 
HNRNPG [60]. С другой стороны, белок HNRNPA2B1 
распознаёт m6A-модифицированный нуклеотид 
через прямое связывание метилированного кон-
сенсусного сайта RGm6AC  [60]. Взаимодействие 
HNRNPA2B1 с m6A-РНК влияет на сплайсинг РНК 
и процессинг первичных микроРНК  [60]. Повы-
шенный уровень HNRNPA2B1 часто ассоциирован 
со злокачественными новообразованиями, боль-
шинство исследователей относят данный белок-
«считыватель» к онкогенам, и он представляет 
большой научный интерес в области изучения 
опухолеобразования  [61]. До сих пор спорным 
остаётся вопрос о прямом или непрямом связыва-
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Рис. 1. Схема, иллюстрирующая роль белков, участвующих в регуляции уровня m6A и интерпретирующих 
данную модификацию в клетках эукариот. Метилирование аденозина осуществляется метилтрансферазным 
комплексом, состоящим из METTL3, METTL14 и белка WTAP. WTAP может взаимодействовать и с другими ме-
тилтрансферазами («писателями»): RBM15/15b, ZC3Y13, VIRMA. Деметилазы или «стиратели» ALKBH5 и FTO уда-
ляют m6A с мРНК. В ядре и цитоплазме m6A-РНК может распознаваться и регулироваться различными «счи-
тывателями»: белками семейства YTH (YTHDC1, YTHDF1-3), семейства HNRNP (HNRNPC, HNRNPG и HNRNPA2B1) 
и IGF2BP1-3-факторами.

нии белков-«считывателей» и белков семейства 
IGF2BP1-3 с m6A-содержащими РНК. Показано, что 
IGF2BP-белки выполняют важную функцию в ста-
билизации мРНК, сохранении её целостности. Так, 
например, при стрессовых состояниях в клетке 
IGF2BP1 формирует агрегаты с m6A-мРНК, сохраняя 
тем самым мРНК в трансляционно неактивном со-
стоянии [49].

Таким образом, для m6A известны белки, ко-
торые регулируют уровень распределения этой 
модификации в клетке, а именно метилазы и де-
метилазы, а также m6A-связывающие белки («счи-
тыватели»), интерпретирующие данную моди-
фикацию в различных биологических системах 
(рис. 1).

ЯДЕРНЫЕ ФУНКЦИИ N6-МЕТИЛАДЕНОЗИНА

Сплайсинг и созревание пре-мРНК. РНК-Поли-
мераза II синтезирует пре-мРНК, которая, проходя 
через события посттранскрипционного процессин-
га во время созревания, такие как 5′-кэпирование, 
сплайсинг и 3′-полиаденилирование, трансфор-
мируется в зрелую мРНК [62]. При сплайсинге из 
длинной молекулы РНК удаляются участки, соот-
ветствующие интронам, и в новой молекуле РНК 
остаются участки, соответствующие экзонам. Ещё 
в 1976 г. было показано, что m6A более распростра-

нена в пре-мРНК, чем в зрелой мРНК, что предпо-
лагает возможную значимость этой модификации 
для процесса сплайсинга  [63]. В этом контексте 
также интересен факт того, что m6A обычно появ-
ляется в экзонных областях до или вскоре после 
определения экзона в формирующейся пре-мРНК, 
а метилирование и деметилирование, происходя-
щие в цитоплазматической мРНК, количественно 
незначительны. При этом добавление m6A в фор-
мирующийся транскрипт является детерминан-
той стабильности цитоплазматической мРНК. 
Carrol et al. показали, что интрон-специфическая 
последовательность молекулы РНК пролактина 
содержит m6A, при этом преобладающий сайт 
метилирования находится в пределах консенсус-
ной последовательности AGm6ACU  [64]. m6A-Свя-
зывающий белок YTHDC1 является участником 
сигнального пути, который влияет на выбор сайта 
сплайсинга, изменяя паттерны альтернативного 
сплайсинга в зависимости от концентрации, и 
взаимодействует с факторами процессинга 3′-кон-
ца пре-мРНК, CPSF6, SRSF3 и SRSF7 [57]. Исследова-
ния на Drosophila melanogaster [9, 65] и клеточных 
линиях человека [66] показали, что YTHDC1 связы-
вается непосредственно напрямую с m6A-модифи-
цированной мРНК и регулирует альтернативный 
сплайсинг путём привлечения фактора сплайсин-
га SRSF3, который способствует включению экзо-
нов, ингибируя связывание фактора сплайсинга 
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Рис. 2. Функциональные роли m6A в клеточном ядре. а  –  m6A регулирует сплайсинг пре-мРНК. Связывание 
YTHDC1 с m6A приводит к вырезанию экзона за счёт блокирования связывания фактора сплайсинга SRSF10 
с пре-мРНК. В отсутствии N6-метилирования аденозина белок SRSF10 связывается с пре-мРНК, что приводит 
к пропуску экзона. б  –  N6-Метилирование аденозина способствует ядерному экспорту мРНК за счёт взаимо-
действия YTHDC1 с комплексом белков SRSF3/NXF1; в свою очередь, комплекс TREX может привлекать метил-
трансферазы к сайтам метилирования аденина мРНК. в  –  m6A может как усиливать деградацию различных 
мРНК, так и стабилизировать их. YTHDF2 способствует деградации m6A-модифицированных транскриптов, 
привлекая к таргетной мРНК CCR4–NOT1-комплекс деаденилаз. В свою очередь, IGF2BP (белок, связывающий 
мРНК инсулиноподобного фактора роста  2) связывается с m6A-содержащими мРНК и, напротив, защищает 
их от деградации

SRSF10, что приводит к пропуску экзонов в мРНК 
(рис. 2, а). Kasowitz et al. показали, что YTHDC1 иг-
рает критическую роль в процессинге транскрип-
тов пре-мРНК в ядре ооцитов. Недостаток YTHDC1 
приводит к дефектам альтернативного сплайсинга 
в ооцитах, и развитие YTHDC1-дефицитных ооци-
тов останавливается на стадии первичного фолли-
кула. При этом большинство наблюдаемых дефек-
тов сплайсинга было возможно устранить путём 
введения в ооциты YTHDC1 дикого типа [57].

Метилтрансфераза METTL3 и белок WTAP 
также регулируют экспрессию и альтернативный 
сплайсинг генов, участвующих в транскрипции 
и процессинге РНК. Удаление METTL3 в половых 
клетках приводит к торможению дифференциров-
ки сперматогоний и блокирует инициацию мей-
оза  [67]. Эти события сопряжены с нарушением 
сплайсинга и нестабильностью мРНК генов, функ-
ционирующих в сперматогенезе. Экспрессия генов 
и сплайсинг мРНК также могут регулироваться 
m6A-деметилазой FTO, которая контролирует эк-
зонный сплайсинг адипогенного регуляторного 
фактора RUNX1T1, специфически понижая уровни 
m6A вокруг сплайс-сайтов [68].

Ядерно-цитоплазматический транспорт и 
стабилизация мРНК. Одним из наиболее важных 
механизмов регуляции экспрессии генов является 

экспорт зрелой мРНК из ядра через ядерную пору в 
цитоплазму. Процесс экспорта мРНК из ядра в ци-
топлазму связывает транскрипцию и процессинг 
мРНК в ядре с экспрессией генов в цитоплазме. 
В начале 1980-х гг. было показано, что обработка 
клеток, заражённых вирусом SV40, циклолейци-
ном (ингибитором метилирования) практически 
не изменяет общего количества вирусной мРНК 
в ядре, но приводит к значительному сниже-
нию её уровней в цитоплазме, что указывает на 
возможную роль m6A в модуляции связанного с 
процессингом транспорта мРНК из ядра в цито-
плазму  [69]. В ряде работ показано, что m6A спо-
собствует ядерному экспорту мРНК [70]. m6A при-
сутствует в пре-мРНК, и некоторые из факторов, 
вовлечённых в процесс модификации РНК, были 
обнаружены в ядерных спеклах  [23]. Модифици-
рованная мРНК экспортируется из ядра независи-
мым от Ran способом посредством комплекса TREX. 
TREX представляет собой рибонуклеопротеиновый 
комплекс (мРНП), содержащий белковые факторы, 
необходимые для связывания мРНК с экспортным 
рецептором NXF1 [70–72] (рис. 2, б). Было показано, 
что комплекс TREX привлекается к m6A-модифи-
цированным мРНК, и этот процесс необходим для 
эффективного экспорта мРНК. TREX стимулирует 
привлечение m6A-связывающего белка YTHDC1 
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к мРНК [70]. Roundtree et al. обнаружили, что m6A-
связывающий белок YTHDC1 опосредует экспорт 
метилированной мРНК из ядра и взаимодействует 
с фактором сплайсинга и адаптерным белком ядер-
ного экспорта SRSF3, облегчая связывание РНК как 
с SRSF3, так и с NXF1. Недостаток YTHDC1 приво-
дит к задержке экспорта ядерной m6A-мРНК [73]. 
Известно, что SRSF3 связывает NXF1, поэтому 
было предположено, что YTHDC1 может привле-
кать NXF1 и способен запускать селективный экс-
порт m6A-модифицированных мРНК [74] (рис. 2, б). 
Lesbirel et al. обнаружили, что комплекс TREX взаи-
модействует с комплексом белков, устанавливаю-
щих модификацию m6A (WTAP, KIAA1429, METTL3, 
METTL14), и этот процесс важен для эффективно-
го экспорта мРНК. TREX стимулирует привлече- 
ние m6A-связывающего белка YTHDC1 к мРНК [70]. 
С  другой стороны, показана роль деметилаз m6A 
в экспорте мРНК и сборке факторов процессинга 
мРНК в ядерных спеклах. Например, уменьшение 
количества ALKBH5 ускоряет транслокацию мРНК 
из ядра в цитоплазму и приводит к избыточному 
накоплению мРНК в этом клеточном компартмен-
те [42]. Важная роль ALKBH5 в ядерном транспорте 
была показана при изучении механизма ингибиро-
вания продукции интерферонов типа I. При вирус-
ной инфекции клеток хеликаза DDX46 привлекала 
деметилазу ALKBH5 к молекуле РНК, что, в свою 
очередь, стимулировало деметилирование m6A-мо-
дифицированных противовирусных транскриптов, 
приводило к их удержанию в ядре, соответственно, 
предотвращая их трансляцию и, как следствие, ин-
гибируя продукцию интерферона [75]. Важно отме-
тить, что нарушение процессинга и экспорта мРНК 
связано с метастазированием [76], и, согласно ряду 
исследований, удаление METTL3 приводило к сни-
жению m6A, тем самым ухудшая миграцию, инва-
зию и ЭМП раковых клеток [77].

Процессинг мРНК и ядерный экспорт играют 
важную роль в циркадном ритме. Примечатель-
но, что ингибирование метилирования аденозина 
удлиняет циркадный период. Fustin et al. иденти-
фицировали сайты m6A на многих транскриптах 
генов, связанных с регуляцией суточных ритмов. 
Специфическое ингибирование метилирования 
аденозина путём подавления m6A-метилтранс-
феразы METTL3 было достаточным для задержки 
процессинга РНК. В таком случае происходило 
нарушение динамики установленных ритмов 
изменения уровней пре-мРНК и мРНК белков-ре-
гуляторов суточных ритмов, Per2 и Arntl, что под-
разумевало понижение скорости экспорта зрелой 
мРНК этих белков из ядра в цитоплазму [78].

Помимо ядерно-цитоплазматического транс-
порта, m6A-метилирование может ускорять дегра-
дацию или стабилизацию ядерных мРНК. Так, 
метил-РНК-связывающий белок-«считыватель» 

YTHDF2 распознаёт m6A-РНК в сайтах связывания 
с консенсусной последовательностью «GAAC», при-
влекая деаденилазный комплекс CCR4–NOT1, что 
приводит к деградации мРНК [79]. В то же время 
белки-«считыватели» m6A семейства IGF2BP распо-
знают АТ-обогащённые участки m6A-РНК, стабили-
зируя и сохраняя её в нетранслируемом состоянии 
(рис. 2, в) [49]. Интересно, что высокий уровень экс-
прессии этих белков характерен для различных 
видов рака [77].

m6A-РНК и организация структуры хрома-
тина. С хроматином могут физически связываться 
различные типы РНК, включая ассоциированные с 
промотором РНК (пРНК), энхансерные РНК (эРНК) 
и повторяющиеся РНК, транскрибируемые с транс-
позонов [80]. carРНК принимают участие в регуля-
ции организации хроматина, влияя таким образом 
на уровень транскрипции соответствующих генов 
и пространственную структуру ядерных субдоме-
нов. Согласно недавнему исследованию, РНК-моди-
фикации, присутствующие на carРНК, регулируют 
локальную доступность хроматина и транскрип-
цию [58]. Удаление METTL3 в эмбриональных ство-
ловых клетках мыши повышает стабильность 
carРНК, приводя к более открытому состоянию 
хроматина и активации транскрипции целого 
ряда генов. Снижение уровня метилирования m6A, 
вызванное удалением метилтрансферазы METТL3, 
а также сайт-специфическое деметилирование 
m6A-обогащённых областей увеличивают уровень 
carРНК и способствуют формированию открытой 
конформации хроматина. Таким образом, уровень 
m6A в РНК, ассоциированных с хроматином, влияет 
на организацию хроматина и транскрипцию [58]. 
Авторы другого исследования обнаружили, что 
m6A селективно обогащены зарождающиеся РНК 
(nascent RNA), продуцируемые регуляторными эле-
ментами транскрипции, включая антисмысловые 
РНК, связывающиеся с областью выше промотора, 
и эРНК. Примечательно, что m6A-эРНК характерны 
для высокоактивных энхансеров [81].

ДнкРНК являются критическими регулятора-
ми эпигенетических механизмов [82]. Например, 
днкРНК XIST имеет решающее значение для под-
держания компенсации дозы экспрессии генов 
между полами, полностью «покрывая» одну из 
Х-хромосом у женщин и подавляя экспрессию ге-
нов в одной из копий X-хромосомы [83]. Недавняя 
работа показала, что для функциональной актив-
ности XIST необходимы химические модифика-
ции lncРНК  [16]. Используя метод, позволяющий 
картировать m6A с разрешением до отдельных 
нуклеотидов (miCLIP), Patil et al. выявили 78 пред-
полагаемых сайтов m6A на XIST рядом с областью 
повтора аденина (A) и показали, что в процесс 
метилирования аденозина в XIST-РНК, а также в 
клеточных мРНК вовлечены РНК-связывающий 
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Рис. 3. Роль m6A в организации структуры хроматина. а – m6A регулирует активность и конформацию длин-
ных некодирующих РНК (днкРНК). ДнкРНК Xist содержит N6-аденозин, который через RBM15/15b-YTHDC1-зави-
симый механизм способствует опосредованной Xist репрессии генов и инактивации Х-хромосомы. б – YTHDC1 
может связываться как с m6A-модифицированными транскриптами, так и с деметилазой лизина 9 гистона H3 
(H3K9), KDM3B, что приводит к деметилированию гистонов и повышению доступности хроматина в активно 
транскрибируемых регионах

белок 15 (RBM15) и его паралог RBM15B [16]. Экс-
перименты по ко-иммунопреципитации показали 
взаимодействие между RBM15/RBM15B и METTL3, 
зависимое от присутствия WTAP. Используя докси-
циклин-индуцируемую систему экспрессии XIST, 
авторы продемонстрировали, что нокдауны RBM15 
и RBM15B не влияли на подавление экспрессии 
мишеней XIST, Gpc4 и Atrx, тогда как двойной нок-
даун RBM15/RBM15B приводил к существенному 
увеличению транскрипции Gpc4 и Atrx  [16]. Эти 
результаты предполагают, что функции RBM15 и 
RBM15B существенно пересекаются. Кроме того, 
нокдаун RBM15/RBM15B значительно понижал ко-
личество m6A на XIST-РНК. Взаимодействие RBM15/
RBM15B с XIST-РНК привлекает остальных членов 
метилтрансферазного комплекса, что, в свою оче-
редь, приводит к метилированию аденозиновых 
нуклеотидов в соседних консенсусных мотивах. 
С такими участками может связываться белок 
YTHDC1 и, как результат, подавлять транскрипцию 
XIST-РНК [16] (рис. 3, а).

Метилтрансферазы METTL3/METTL14 также 
участвуют в регуляции метилирования гистонов 
специфической модификации H3K9me2  [84]. Так, 
модификация H3K9me2 может быть специфически 
удалена путём индукции m6A-модифицированных 
транскриптов. Недавняя работа показала полно-
геномную корреляцию между распределением 
m6A в зарождающихся, связанных с хроматином, 
транскриптах и деметилазой H3K9me2, KDM3B. 
Авторы этого исследования обнаружили, что бе-
лок-считыватель m6A, YTHDC1, взаимодействует с 
KDM3B и привлекает этот белок к m6A-обогащён-
ным районам хроматина, способствуя деметили-
рованию H3K9me2 и активации экспрессии ге-
нов [85] (рис. 3, б). YTHDC1 участвует в деградации 
m6A-модифицированной РНК, в частности LINE1 
(long-interspersed element-1)-повторов, посредством 
механизма, опосредованного белком NEXT в клеточ- 
ном ядре [58].

В подтверждение роли m6A-метилирования в 
регуляции структуры хроматина недавние иссле-
дования показали, что METTL3 вовлечён в регу-
ляцию структуры хроматина в ходе дифференци-
ровки эмбриональных стволовых клеток мыши в 
кардиомиоциты  [85]. Удаление METTL3 в мыши-
ных эмбриональных стволовых клетках изменяет 
степень компактности хроматина как в промотор-
ных областях, так и в кодирующих районах генов, 
что увеличивает восприимчивость стволовых кле-
ток к сигналам дифференцировки в направлении 
кардиомиоцитов  [85]. Ещё один механизм регу-
ляции состояния хроматина связан с FTO-зависи-
мым деметилированием РНК LINE1-повторов [86] 
в эмбриональных стволовых клетках мыши. При-
сутствие LINE1-РНК способствует формированию 
открытого состояния LINE1-содержащих областей 
хроматина, а дефицит деметилазы FTO приводит 
к увеличению содержания m6A в LINE1-РНК и, как 
следствие, к её дестабилизации, что в итоге при-
водит к компактизации хроматина и снижению 
уровня транскрипции [86].

Более того, в другой работе было показано, что 
m6A-метилирование вовлечено в регуляцию ста-
бильности некодирующих РНК (non-coding RNAs) в 
хроматине [87]. При дефиците гистона H1 наблю-
дается усиление транскрипции некодирующих 
РНК и, параллельно с этим, снижение уровня m6A 
в этих РНК, что приводит к более высокой степени 
ассоциации некодирующих РНК с хроматином. Вы-
сокий уровень m6A в некодирующих РНК коррели-
ровал с их низким уровнем экспрессии и высоким 
содержанием гистона H1 в клетках дикого типа. 
В  клетках, нокаутных по METTL3, где ожидаемо 
снижалось содержание m6A, наблюдалось повыше-
ние уровней экспрессии некодирующих РНК. Сово-
купность этих данных позволяет говорить о том, 
что m6A-метилирование играет ключевую роль в 
процессе регуляции круговорота некодирующих 
РНК в хроматине [87].
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Помимо влияния на структурную укладку и 
степень компактизации хроматина, m6A-мети-
лирование также, вероятно, вовлечено в регуля-
цию метилирования ДНК (5-метилцитозин, 5mC). 
В одной из недавних работ было показано, что в 
эмбриональных стволовых клетках человека m6A-
считыватель YTHDC2 связывается с ассоциирован-
ными с хроматином m6A-содержащими РНК LTR7/
HERV-H-транспозонов [88]. При этом YTHDC2 при-
влекает ДНК-деметилазу TET1 в соответствующие 
локусы, что ведёт к их деметилированию и акти-
вации транскрипционной активности в этих обла-
стях [88].

Роль m6A в регуляции метаболизма R-петель. 
R-Петли – это трёхцепочечные структуры, которые 
формируются из свободной одноцепочечной цепи 
ДНК и РНК:ДНК гибрида. Эти структуры присут-
ствуют во всех живых организмах, от бактерий 
до эукариот, и составляют порядка 5, 8 и 10% от 
полного генома человека, дрожжей и Arabidopsis 
thaliana соответственно [89–91].

R-Петли могут быть образованы в ряде слу-
чаев: (1) в ходе процесса репликации, когда прай-
маза DnaG синтезирует РНК-праймеры фрагментов 
Оказаки [92], или (2) из транскриптов, синтезируе-
мых РНК-полимеразой  [93]. R-Петли встречаются 
преимущественно в районах транскрибируемых 
генов [94], могут накапливаться в повторяющихся 
последовательностях генома, таких как центроме-
ры, теломеры и ретротранспозоны [95–97], а также 
участвуют в целом ряде ключевых биологических 
процессов, таких как инициация и терминация 
транскрипции, репликация, поддержание стабиль-
ности теломер и рекомбинация иммуноглобули-
нов [98, 99]. Тем не менее эти структуры также яв-
ляются мощными индукторами повреждения ДНК 
и препятствуют репарации, тем самым действуя 
как источник нестабильности генома [100]. Поэто-
му регуляция уровня R-петель в клетке имеет ре-
шающее значение для её жизнедеятельности и до-
стигается либо предотвращением их образования, 
либо через удаление этих структур специфиче-
скими нуклеазами (например, рибонуклеазой H – 
РНКазой  Н) и хеликазами (например, сенатакси-
ном и белком Fanconi Anemia (FA) Complementation 
Group M, FANCM) [101]. R-Петли являются источни-
ком геномной нестабильности и репликативного 
стресса. Оба эти явления, в свою очередь, являются 
факторами канцерогенеза и клеточной трансфор-
мации. Таким образом, R-петли могут вносить свой 
вклад в образование опухолей в клетках млекопи-
тающих  [89, 102–104]. В свете вышеизложенного 
очевидно, что существует большое число факторов 
метаболизма как ДНК, так и РНК, которые препят-
ствуют образованию R-петель в эукариотических 
клетках. Дисфункция таких факторов вызывает на-
копление R-петель, которые, в свою очередь, могут 

не только увеличивать геномную нестабильность 
и репликативный стресс, но также подавлять экс-
прессию генов и вести к перестройкам хроматина, 
которые часто ассоциированы с различными гене-
тическими заболеваниями [102].

Исторически роль R-петель в физиологии бак-
терий (в частности, в организме кишечной палоч-
ки Escherichia coli) была впервые продемонстри-
рована группой во главе с Томицава в 1980-х  гг. 
Исследования учёных показали, что в процессе 
репликации плазмиды ColE1 РНК-полимераза II  
формирует R-петли, которые впоследствии рас-
щепляются РНКазой Н (фермент, который специ-
фически расщепляет РНК-компонент РНК:ДНК 
гибридов), образуя 3′-OH-концы, необходимые для 
инициации синтеза ДНК [93].

Другая группа показала, что клетки E. coli с 
дефицитом RecG (хеликаза, которая способна «раз-
решить», т.e. распутать структуру R-петель) или 
РНКазы Н характеризуются явлением, названным 
авторами «конститутивной стабильной реплика
цией ДНК», когда образованные в процессе тран-
скрипции R-петли опосредуют постоянное фор-
мирование репликационных вилок, приводя к 
активной безостановочной репликации хромосом-
ной ДНК [105].

Та же группа исследователей также показала, 
что мутанты, дефектные как по RecG, так и по 
РНКазе  Н, являются нежизнеспособными. Таким 
образом, R-петли, постоянно образующиеся в гено-
ме E. coli, летальны до тех пор, пока они не будут 
«разрешены», т.е. устранены [105].

Кроме того, другая исследовательская группа 
(во главе с Drolet) продемонстрировала убедитель
ные результаты, подтверждающие, что образо-
вание R-петель представляет собой основную 
причину физиологических аномалий, наблюдае-
мых в мутантах E. coli с дефицитом топоизомера-
зы I [106, 107].

Роль m6A в метаболизме R-петель была задо-
кументирована на уровне различных клеточ-
ных процессов во множестве организмов, в том 
числе в эукариотических геномах  [108]. Abakir 
et  al., используя метод иммунопреципитации со 
специфическими антителами к РНК:ДНК гибри-
дам (метод DRIP) и к модификации m6A (метод 
m6А-ДНК-иммунопреципитации, или m6A-DIP), 
показали, что m6A детектируется в большинстве 
РНК:ДНК гибридов в плюрипотентных стволовых 
клетках человека  [108]. Более того, белок-считы-
ватель m6A YTHDF2, который способствует дегра-
дации мРНК [25], также взаимодействует с участ-
ками генома, обогащёнными R-петлями, а нокаут 
YTHDF2 вызывает повышение уровня содержания 
R-петель в геноме, замедление скорости клеточ-
ного роста и накопление фосфорилированной 
формы гистона H2AX (γH2AX), который является 
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Рис. 4. Регуляция стабильности R-петель в клетке: формирование РНК:ДНК гибридов может приводить к кон-
фликтам репликации и транскрипции, повреждению ДНК и двухцепочечным разрывам. N6-Метилирова-
ние аденозина в РНК-компонентах R-петель приводит к YTHDF2-зависимой деградации РНК:ДНК гибридов, 
снижая таким образом уровень геномной нестабильности

маркером двухцепочечных разрывов ДНК в эука-
риотических клетках  [108]. Результаты этого и 
других исследований позволили заключить, что 
YTHDF2 предотвращает накопление m6A-содержа-
щих РНК:ДНК гибридов и, таким образом, инги-
бирует вызванное R-петлями повреждение ДНК, 
играя важную роль обеспечения стабильности 
генома в клетках млекопитающих  [101, 108, 109] 
(рис. 4). Эти результаты указывают на то, что m6A 
является важным составным компонентом R-пе-
тель и принимает участие во многих процессах, 
в которые вовлечены эти структуры [97]. Приме-
чательно и то, что выводы, полученные в данном 
исследовании, также подтверждаются рядом ра-
бот, показывающих роль m6A, локализованного на 
РНК:ДНК гибридах, в репарации ДНК [110], а также 
присутствие этой модификации на хромосом-ассо-
циированных регуляторных РНК [95]. Несмотря на 
это, данные о функциональной роли этой моди-
фикации в биологии R-петель в данный момент 
противоречивы. Так, например, Yang et al. пока-
зали, что в случае уменьшения количества метил-
трансферазы METTL3 в клетках HELA наблюдается 
значительное снижение общего уровня R-петель 
в этой системе [111]. Интересно, что авторы этой 
работы показали существенное снижение уровня 
R-петель в регионах терминации транскрипции 
(TESs) генов, кодирующих m6A-содержащие тран-
скрипты (m6A+ генов). Кроме того, авторы пока-
зали, что чем ближе R-петли к сайтам m6A, тем 
сильнее влияние дефицита METTL3 на снижение 
уровня R-петель  [111]. Чтобы изучить влияние 
m6A на R-петли и терминацию транскрипции, ав-
торы создали репортёрную систему, в которой два 
гена  – люциферазы Firefly (Fluc) и люциферазы 
Ренилла (Rluc)  – разделены одним промотором с 
областью, образующей R-петлю и содержащей два 
сайта модификации m6A дикого типа из термина-
тора MYC. В этой системе в случае формирования 
R-петли будут получены только транскрипты Fluc, 
в то время как уменьшение образования R-петли 
и дефектов терминации приведёт к получению 

сквозных транскриптов. Авторы показали, что за-
мена нуклеотида A на U приводила к уменьшению 
накопления R-петель. Эти результаты доказывают 
прямое влияние m6A на динамику образования 
R-петель и на терминацию транскрипции [111].

Таким образом, результаты, полученные в 
работах Abakir et al. [107], противоречат результа-
там Yang et al. [111]: в первом случае накопление 
m6A в РНК-компонентах РНК:ДНК гибридов ведёт к 
понижению уровня R-петель в геноме, а во втором, 
наоборот, стимулирует образование этих структур. 
Несколько других исследований также показали 
присутствие m6A на РНК-компонентах R-петель. 
Эта модификация была найдена на сателлитных 
РНК (major satellite repeats, MSR), ассоциирован-
ных с гетерохроматином в эмбриональных ство-
ловых клетках мыши [112]. Искусственное сниже-
ние уровня m6A в MSR-транскриптах приводило 
к изменению состояния хроматина и снижению 
потенциала образования РНК:ДНК гибридов в 
этих геномных регионах [112]. Более того, в работе 
Chen et al.  [113] было показано, что m6A детекти-
руется в субтеломерных областях на содержащей 
теломерные повторы РНК TERRA (Telomeric repeat-
containing RNA; РНК, содержащая теломерные по-
вторы). Авторы этого исследования показали, что 
m6A-модифицированная TERRA образует R-петли и 
способствует гомологичной рекомбинации. Дефи-
цит METL3 приводил к уменьшению образования 
R-петель, укорочению и нестабильности теломер. 
Кроме того, нокдаун YTHDC1, считывающего m6A, 
усиливал деградацию TERRA [113]. В другой недав-
но вышедшей работе было показано, что белки 
IGF2BPs (insulin-like growth factor 2 mRNA-binding 
proteins) могут стабилизировать R-петли, связыва-
ясь с их m6A-модифицированными РНК-компонен-
тами [114].

Таким образом, несмотря на возможные про-
тиворечия между отдельными исследованиями, на 
данный момент очевидно, что m6A присутствует в 
составе R-петель в целом ряде биологических кон-
текстов и играет важную роль в регуляции этих 
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структур через взаимодействие с различными бел-
ками-считывателями этой модификации (YTHDF2, 
YTHDC1, IGF2BPs).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

m6A является наиболее широко распространён-
ной химической модификацией мРНК и участвует 
в регуляции целого ряда ключевых клеточных про-
цессов и индивидуального развития живых орга-
низмов. До недавнего времени при изучении роли 
m6A в клеточных процессах основное внимание 
уделялось цитоплазматическим функциям этой 
модификации. Совокупность экспериментальных 
данных последних лет свидетельствует об уча-
стии m6A как в регуляции организации хроматина 
(R-петли и эпигенетическая модуляция), так и в 
процессах, определяющих первые этапы реализа-
ции генетической информации (транскрипция, 
процессинг и сплайсинг), а также ядерного экспор-
та, благодаря которому зрелые транскрипты пере-
мещаются в цитоплазму, где затем могут также 
регулироваться с помощью цитоплазматических 
m6A-зависимых механизмов. Довольно противо-
речивой и интригующей на настоящий момент 
представляется роль m6A в метаболизме R-петель, 
поскольку наличие такой модификации в РНК, вхо-
дящей в состав этих структур, по-видимому, может 
приводить в зависимости от биологического кон-
текста как к стабилизации, так и к элиминирова-
нию РНК:ДНК гибридов, потенциально уменьшая 
или увеличивая степень геномной стабильности 
в той или иной системе. Несмотря на это, присут-
ствие m6A в целом ряде РНК, ассоциированных с 
хроматином (carРНК, днкРНК, РНК:ДНК гибриды, 
пре-мРНК), и участие этой модификации в таких 
ключевых процессах, как транскрипция, компак-
тизация хроматина и регуляция R-петель, застав-

ляет нас рассматривать m6A и, потенциально, дру-
гие РНК-модификации в составе таких РНК как 
дополнительную детерминанту «эпигенетической» 
регуляции экспрессии генов, которая, наряду с ме-
тилированием ДНК и модификациями гистонов, 
определяет структуру и функции хроматина в раз-
личных типах клеток. Такая модель предполагает 
взаимное влияние других эпигенетических факто-
ров (ДНК-метилирование, модификации гистонов) 
на модификацию различных ядерных РНК и интер-
претацию РНК-модификаций различными белка-
ми-считывателями, присутствующими в ядре.

Дальнейшие исследования должны опре-
делить функциональные роли, которые играет 
m6A-метилирование ядерных РНК в различных 
биологических процессах, происходящих в специ-
фических типах клеток на разных стадиях инди-
видуального развития организма и при патогенезе 
различных заболеваний.
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N6-methyladenosine (m6A) is one of the most abundant modifications of both eukaryotic and pro-
karyotic mRNAs. Recent years witnessed an accumulation of a large volume of experimental data on 
the involvement of m6A methylation in the regulation of stability and translation of different mRNAs.  
Remarkably, up until recently, the majority of such m6A-related studies have been focused on cytoplasmic 
functions of this modification. In this review, we overview a number of novel studies revealing the role 
of m6A in several key biological processes occurring in cellular nucleus, such as transcription, organiza-
tion of chromatin, splicing, nuclear-cytoplasmic transport, and R-loop metabolism. Based on this analysis,  
we propose a model where modifications present on nuclear RNAs represent an additional layer of reg-
ulation of gene expression, that, together with DNA methylation and histone modifications, determines 
chromatin structure and function in various biological contexts.

Keywords: modifications of RNA, N6-methyladenosine (m6A), methyltransferases METTL3 and METTL14, 
demethylases FTO and ALKBH5, m6A-binding proteins of the YTHDF and YTHDC families, chromatin,  
R-loops
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Природные полифенолы представляют большой интерес с точки зрения их использования для 
фармакологического контроля окислительного стресса и многих заболеваний. Однако низкая 
биодоступность и быстрый метаболизм полифенолов в форме гликозидов или агликонов сти-
мулирует поиски эффективных средств их доставки в системный оборот. Конъюгирование по-
лифенолов с катионными амфифильными пептидами может создавать соединения с сильной 
антиоксидантной активностью и способностью проходить через биологические барьеры. Такие 
соединения могут быть востребованы как препараты для антиоксидантной терапии, в том числе 
для терапии вирусных, онкологических и нейродегенеративных заболеваний ввиду разнообраз-
ного спектра биологических активностей, присущих полифенолам и пептидам. В данной рабо-
те синтетическим путём были получены катионные линейные и дендримерные амфифильные 
катионные пептиды, и ряд пептидов был конъюгирован с галловой кислотой (ГК). ГК является 
нетоксичной природной фенольной кислотой и важным функциональным элементом многих 
флавоноидов с высокой антиоксидантной активностью. Показано, что полученные ГК-пептид-
ные конъюгаты проявляли антиоксидантную (антирадикальную) активность, в 2–3 раза выше по 
сравнению с аскорбиновой кислотой. Другие тесты указывали, что присоединение ГК не влияет 
на токсичность и гемолитическую активность конъюгатов. ГК-модифицированные пептиды сти-
мулировали трансмембранный перенос плазмиды pGL3, кодирующей репортерный ген люцифе-
разы, однако присоединение ГК по N-концу пептида снижало его трансфекционную активность. 
Несколько из полученных соединений обладали антибактериальной активностью в модели ин-
гибирования роста штамма E. coli Dh5α.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: катионные пептиды, дендримеры, галловая кислота, антирадикальная 
активность, гемолиз, цитотоксичность, АФК, HyPer, трансфекция.

DOI: 10.31857/S0320972524010105 EDN: YQNKCW

Принятые сокращения: АФК  – активные формы кислорода; ГК  – галловая кислота; ДФПГ  – 2,2-дифенил-1-
пикрилгидразил; КП – катионные пептиды; ФСБ – фосфатно-солевой буфер.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Окислительный стресс, сопровождающий раз-
витие многих патологий, включая вирусные, онко-
логические и нейродегенеративные заболевания, 
диабет, а также депрессии, является причиной 
острых и хронических воспалительных реакций, 

иногда с фатальными последствиями (COVID-19, 
гепатит С, сепсис) [1, 2]. Тяжесть заболевания ча-
сто обусловлена мощной каскадной иммунной 
реакцией организма. Так, цитокиновый шторм, 
связанный с окислительным стрессом, вызывает 
неконтролируемое воспаление, нарушения на кле-
точном и органном уровнях, включая появление 
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мутаций  [3,  4]. Механизм нарушений часто свя-
зан с окислительной атакой активными формами 
кислорода (АФК) и азота на ключевые компонен-
ты клетки, липиды, белки, ДНК. Весьма опасным 
фактором является воздействие продуктов пере-
кисного окисления липидов (ПОЛ). Повышение их 
уровня в клетке приводит к изменению внутри- и 
межклеточных взаимоотношений, изменению ак-
тивности цитоплазматических ферментов, осмоти-
ческого давления, нарушению структуры мембран 
и функции клеток, что в конечном итоге приводит 
к гибели клеток. При этом опасность представ-
ляют как первичные окислители, АФК, так и вто-
ричные – биомолекулы, трансформированные под 
действием АФК в свободные радикалы, хотя они 
участвуют также и в нормальной регуляции кле-
точных процессов. При сильном окислительном 
стрессе содержание эндогенных антиоксидантов 
будет явно недостаточным для устранения окисли-
тельного повреждения. В то же время системного 
повышения концентрации антиоксиданта, напри-
мер, за счёт употребления аскорбиновой кислоты, 
достичь очень трудно, поскольку избыточное её 
количество (> 200 мг) превращается в неактивные 
метаболиты, выводимые в форме уратов и оксала-
тов [5].

Очень привлекательными кандидатами фар-
макологического контроля окислительного стресса 
являются природные полифенолы: флавоноиды, 
кумарины и фенольные кислоты, обладающие 
мощной антиоксидантной активностью и низкой 
токсичностью [6, 7]. Полифенолы в реакциях c уча-
стием свободных радикалов обычно выступают в 
качестве донора либо электрона, либо водорода. 
Нейтрализация молекул АФК происходит за счёт 
отрыва электрона, при этом полифенол перехо-
дит в окисленную форму  – фенольный радикал. 
Электронная плотность повышается в первую оче-
редь вблизи гидроксильных групп, и чем больше 
гидроксилов и ненасыщенных связей в структуре 
флавоноида, тем выше его склонность к захвату 
электрона  [8]. Блокада ПОЛ чаще всего связана с 
нейтрализацией радикалов HO• и O•2− и пероксид-
ных радикалов [9]. Во многих работах также пока-
зано, что полифенолы обладают выраженными 
антиканцерогенными свойствами, являясь инги-
биторами пролиферации опухолевых клеток раз-
личного происхождения, и ряд данных указывает 
на то, что имеется связь между ингибированием 
канцерогенеза и подавлением АФК  [10,  11]. Счи-
тается, что есть и другие косвенные механизмы 
воздействия полифенолов на окислительно-вос-
становительные процессы в организме, например, 
путём ингибирования оксидаз и хелатирования 
ионов железа  [12], воздействия на арилуглеводо-
родный рецептор (AhR) и связанное с ним высво-
бождение фактора Nrf2 из комплекса с Keap1, 

последующей транскрипции антиоксидантных 
ферментов после его транслокации в ядро [13].

Однако фармакологическое применение поли-
фенолов наталкивается на проблемы с биодоступ-
ностью. Например, исследования с употреблением 
высоких доз теафлавинов чая (700  мг) показали, 
что их концентрация в плазме достигала лишь 
уровня 0,5–1,0 мкг/мл, в то время как их концен-
трация в моче была 0,6–4,2 мкг/мл. Таким образом, 
в кровь попадало менее 0,001% принятой дозы [14].  
В целом, биодоступность подавляющего числа фла-
воноидов (гликозилированные агликоны) является  
низкой из-за высокой их гидрофильности, затруд-
няющей транспорт в энтероциты [11]. Напротив, 
агликонная форма может быстрее абсорбировать-
ся, но при этом она подвергается быстрой модифи-
кации под действием глюкуронозил-/сульфо-транс-
фераз и катехолметилтрансфераз. Таким образом, 
полифенолы интенсивно метаболизируются и 
выводятся из организма, микрофлора кишечника 
также принимает в этом участие [15].

Решению проблемы повышения биодоступ-
ности полифенолов может помочь применение 
специальных средств их доставки. В качестве та-
ковых рассматривались липосомы, наночастицы, 
эмульсии, полимеры, циклодекстрины, инкапсу-
лирование [16, 17]. По нашему мнению, перспек-
тивным направлением может стать применение 
комбинированных соединений в форме конъюга-
тов полифенолов с синтетическими катионными 
пептидами, обладающими высокой проникающей 
активностью. Относительно короткие амфипати-
ческие катионные пептиды (8–25 аминокислот-
ных остатков) часто используются для доставки в 
клетки молекулы ДНК и РНК [18]. Значительную 
эффективность в этом отношении демонстриро-
вали катионные дендримерные пептиды, в этом 
случае наличие в структуре неприродных ε-амид-
ных связей заметно повышает их устойчивость к 
протеолизу, и они менее токсичны по сравнению 
с линейными пептидами. Такие пептиды были 
ранее использованы нами для доставки ДНК-плаз-
мид, а также для РНК-интерференции и блокады 
вирусной инфекции  [19–21]. Поиск информации 
по конъюгатам полифенолов показал, что имеет-
ся очень ограниченное число работ, связанных с 
пептидными производными. Описаны несколько 
соединений на основе коротких пептидов, пред-
назначенных для омоложения кожи и ингибиро-
вания опухолевого роста [22–24]. Следует отметить, 
что направленное конъюгирование флавоноидов 
с пептидами в химическом плане  – довольно 
сложная задача, оба компонента содержат много 
реактивных групп (амино, тиольные, карбоксиль-
ные, гидроксильные, фенольные), что затрудняет 
получение однозначного продукта. Использова-
ние селективных защитных групп и клик-реакций 
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сильно усложняет синтез таких гибридов, имеются 
лишь единичные примеры (конъюгирование фла-
воноидов с халконами  [25]). Очевидно, что наи-
более удобными и привлекательными соедине-
ниями для конъюгирования с пептидами являются 
фенольные кислоты, отличающиеся высокой анти-
оксидантной активностью и терапевтическим по-
тенциалом: галловая, феруловая, кофейная, кума-
ровая [26, 27]. Например, галловая кислота (ГК, Ga), 
помимо антиоксидантных и противомикробных 
свойств, проявляет противоопухолевую активность 
и применяется также как пищевая добавка [28–31].

Целью настоящего исследования являлся син-
тез линейных и дендримерных катионных пепти-
дов (КП), их модификация ГК, анализ полученных 
соединений на антиоксидантную (антирадикаль-
ную) активность in vitro и их оценка в отношении 
цитотоксичности, гемолитической и клеточно-
проникающей активности, анализируемой в тесте 
стимуляции трансфекции клеточной культуры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты и растворители. Диметилформ-
амид (ДМФА), ацетонитрил и метиленхлорид (МХ), 
2,2-дифенил-1-пикрилгидразил (ДФПГ) получены 
от «Sigma-Aldrich» (США). ГК (98%, б/в) получена от 
«Диа-М» (Россия), N-метилпирролидон получен от 
«Panreac» (Испания). Fmoc-аминокислоты, Оксима 
(OximaPure), гидроксибензотриазол (HOBt), диизо-
пропилкарбодиимид (DIC) и смола ChemMatrix 
были получены от «IRIS Biotech» (Германия) и 
«AAPPTEC» (США). Используемые антиоксиданты/
скавенджеры – этандитиол, фенол и тиоанизол – 
получены от «Merck» (Германия). Деионизованную 
воду получали на аппарате MicroPure («Thermo 
Fisher Scientific», США).

Спектры. Электронные спектры поглощения 
регистрировали на двухлучевом спектрофотомет-
ре Cary 100 UV-Vis («Agilent Technologies», США) в 
диапазоне от 190 до 800 нм, используя кварцевую 
кювету с толщиной 1 см. Масс-спектры регистриро-
вали на приборе Microflex™ LT MALDI-TOF («Bruker 
Daltonics», США), матрица  – α-циано-4-гидрокси-
цинаммовая кислота.

Синтез пептидов. Синтез пептидов проводили 
твердофазным методом, используя автоматиче-
ский синтезатор пептидов PS3 Peptide Synthesizer 
(«Gyros Protein Technologies Inc.», США) по прото-
колу Fmoc-химии, используя смесь N-гидрокси-
бензотриазола с диизопропилкарбодиимидом 
как конденсирующий агент (HOBt/DIC). В синтезе 
использовали стартовые Fmoc-аминоацил-поли-
меры, смолу гелевого типа Rink Amide СhemMatrix 
(«IRIS BioTech», Канада). Боковые карбоксильные 
и гидроксильные группы аминокислот несли 

защиту в форме трет-бутильной группы (t-Bu), 
ε-аминогруппа лизина  – в форме Boc, SH-группа 
цистеина – Trt, гуанидиновая функция аргинина – 
Pbf, карбоксильные и гидроксильные группы ами-
нокислот имели защиту в форме трет-бутиловых 
эфиров. Стандартный цикл включал: промывку 
(ДМФА), удаление Fmoc-защиты (20%-ный 4-метил-
пиперидин в ДМФА), предварительное активиро-
вание Fmoc-аминокислоты (DIC/HOBt) и реакцию 
конденсации в среде ДМФА/N-метилпирролидон 
при двукратном избытке карбоксильного компо-
нента (~0,5–1 ч). Контроль за полнотой реакции 
осуществляли методом Кайзера (нингидриновый 
тест), и при необходимости реакцию конденсации 
повторяли (0,5 ч). Конечные пептиды отщепляли 
от полимера трифторуксусной кислотой в при-
сутствии скавенджеров. Сырой продукт осаждали 
сухим метил-трет-бутиловым эфиром, экстра
гировали водной уксусной кислотой, и экстракт 
лиофилизировали, используя сублиматор VirTis 
AdVantage 2.0 EL («SP Scientific», США).

Очистка пептида и подтверждение его струк-
туры. Пептиды очищали ВЭЖХ (препаративный 
хроматограф LC-20 Shimadzu) на колонке с обра-
щённой фазой (С18), используя ацетонитрил  –  
0,1%-ная водная трифторуксусная кислота в каче-
стве подвижной фазы (градиентная элюция, от 
5% ацетонитрила до 70% 23 мин). Фракции веще-
ства, выходящие с колонки, детектировали с по-
мощью встроенного спектрофотометрического 
детектора при длине волны 220 и 280 нм. Жидкую 
фракцию с подходящей молекулярной массой со-
держащегося продукта (гомогенный пик), иденти-
фицированную по данным масс-спектрометрии, 
подвергали упариванию под вакуумом и остав-
шийся водный раствор высушивали лиофильно. 
Полученный продукт (пептид) анализировали 
на гомогенность методом зонного капиллярного 
электрофореза на приборе Капель-105М («Люмекс», 
Россия) с фотометрической детекцией при 226 нм. 
Для анализа использовали кварцевый незаполнен-
ный капилляр, в качестве фонового электролита 
использовали раствор 0,1 М фосфорной кислоты и 
0,05 М Tris в деионизованной воде. Молекулярную 
массу анализировали, используя масс-спектрометр 
Microflex™ LT MALDI-TOF («Bruker Daltonics»).

Анализ антирадикальной активности. При-
менение ДФПГ-теста для оценки антирадикальной 
активности ранее было описано в литературе [32]. 
В данной работе для оценки активности иссле-
дуемых образцов использовали раствор ДФПГ в 
метаноле различных концентраций (200, 150, 75, 
50, 25, 10 и 5 мкг/мл) и чистый метанол в качестве 
отрицательного контроля. Растворы пептидов и 
аскорбиновой кислоты (положительный контроль) 
с концентрацией 2,8 мкмоль/мл готовили в де-
ионизованной воде. Их переносили в дубликатах 



АНТИОКСИДАНТНАЯ АКТИВНОСТЬ ПОЛИФЕНОЛ-ПЕПТИДНЫХ КОНЪЮГАТОВ 185

БИОХИМИЯ том 89 вып. 1 2024

по 2,5 мкл в 96-луночный планшет, после чего в 
каждую лунку вносили растворы ДФПГ в объёме 
200 мкл. Оптическую плотность окрашенного рас-
твора измеряли на приборе Thermo Fisher Multiscan 
FC при 520 нм. Активность образцов рассчитывали 
относительно активности аскорбиновой кислоты 
в мольном отношении в %.

Оценка гемолитической активности. Цель-
ную кровь донора отбирали в вакуумную пробир-
ку с ЭДТА (Sarstedt S-Monovette EDTA K3E) в объёме 
5 мл, центрифугировали при 500 g 5 мин, отделяли 
эритроциты от плазмы, смешивали их с 10 мл фос-
фатно-солевого буфера (ФСБ), pH 7,4, с последую-
щим центрифугированием. Процедуру отмывки 
эритроцитов повторяли 4 раза, после чего суперна-
тант декантировали, получая взвесь эритроцитов. 
Исследуемые образцы пептидов готовили в раство-
ре ФСБ в концентрациях 2,8, 0,28 и 0,028 ммоль/л и 
вносили по 200 мкл в 96-луночный планшет, после 
чего добавляли отмытую суспензию эритроцитов 
в объёме 2 мкл (1%-ная суспензия). Анализируе-
мые образцы тестировали в дублях. Планшеты с 
образцами инкубировали в термостате при 37 °С 
30 мин и затем центрифугировали при 500 g в 
течение 5 мин. Измерение оптической плотности 
супернатанта проводили на спектрофотометре 
Multiskan GO при длинах волн 405/630 нм. Процент 
лизиса эритроцитов рассчитывали относительно 
положительного контроля, которым являлась де-
ионизованная вода (1):

% лизиса = (Е−С)/(М−С) × 100,	 (1)

где Е – оптическая плотность тестируемого образ-
ца пептида, С – оптическая плотность отрицатель-
ного контроля (в ФСБ), М – оптическая плотность 
положительного контроля.

Трансфекционная активность. Оценку спо-
собности полученных соединений в форме ком-
плексов с нуклеиновой кислотой (плазмид) осу-
ществлять трансмембранный перенос проводили 
in vitro на клеточной линии HEK293T (получе
на из коллекции клеточных культур Института 
вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России) с использова-
нием плазмиды pGL3, кодирующей репортерный  
ген люциферазы, с использованием описанной 
ранее методики  [19]. С этой целью в 48-луноч-
ный планшет засевали 80 тыс. клеток на лунку в 
300  мкл среды DMEM («ПанЭко», Россия). Клетки 
инкубировали 24 ч при 37 °С в атмосфере 5% CO2, 
после чего в лунки вносили трансфекционную 
смесь: 40 мкл бессывороточной среды Opti-MEM 
(«Thermo Fisher Scientific»), 0,25 мкг pGL3 и 20 или 
10 мкг исследуемого пептида или 0,3 мкл поло-
жительного контроля, которым являлся Lipo
fectamine™ 3000 («Thermo Fisher Scientific»). Перед 

внесением трансфекционную смесь инкубировали 
в течение 15 мин. В качестве отрицательного кон-
троля использовали 0,25 мкг плазмиды без добав-
ления трансфецирующего агента. Клетки инкуби-
ровали в течение 24 ч, после чего вносили 150 мкл 
лизирующего буфера Glo («Promega», CША). Далее к 
лизату клеток добавляли 50 мкл субстрата (люци-
ферина). Интенсивность люминесценции опреде-
ляли на люминометре GloMax 20/20 («Promega»).

Трансфецирование клеточной культуры 
HEK293T in vitro с использованием флуоресцент-
ного биосенсора HyPer. Для оценки антиоксидант-
ной активности in vitro использовали описанный 
ранее в литературе флуоресцентный биосенсор 
HyPer  [33]. Клетки почки эмбриона человека 
(HEK293T) засевали в 48-луночный планшет в ко-
личестве 80 тыс. клеток на лунку в объёме 300 мкл 
среды DMEM. Через 24 ч клетки трансфецировали 
плазмидой pHyPer-cyto («Евроген», Россия). Состав 
трансфекционной смеси был следующим: 0,2 мкг 
плазмиды, 0,2 мкл реактива p3000, 0,3 мкл реакти-
ва Lipofectamine™ 3000 («Thermo Fisher Scientific»), 
объём доводили до 10 мкл средой Opti-MEM. Рас-
творы пептидов вносили в концентрации 1 мг/мл 
и в объёме 10 мкл через 24 ч после трансфекции. 
В  контрольные лунки вносили по 10 мкл ФСБ. 
Спустя 4 ч инкубации клеточную среду отбирали, 
клетки инкубировали 5  мин в 50  мкл раствора 
трипсина-ЭДТА и переносили клеточную суспен-
зию в планшет для флуориметрии. Объём суспен-
зии доводили до 100 мкл ФСБ. Далее в опытные 
лунки вносили по 10 мкл раствора пероксида водо-
рода (50 мМ), в контрольные образцы – по 10 мкл 
ФСБ. Определение оптической плотности проводи-
ли на приборе Thermo Fisher Scientific Fluoroscan 
(«Thermo Fisher Scientific») при длине волны погло-
щения 485 нм и длине волны испускания 538 нм.

Анализ цитотоксичности пептидов. Цито-
токсичность исследуемых соединений определя-
ли на четырёх линиях клеток (А549, HeLa, Wi-38, 
melIs, получены из коллекции клеточных культур 
Института вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России). 
2 × 104 клеток в полной питательной среде DMEM 
засевали в 96-луночный планшет и инкубировали 
сутки при 37 °С в СО2-инкубаторе до достижения 
75%-ной конфлюентности. Далее вносили иссле-
дуемые образцы в концентрациях 0,7; 2,1; 6,2; 18,5;  
55,6; 167 и 500 мкг/мл и инкубировали 24 ч при 37 °С 
в СО2-инкубаторе. Затем в каждую лунку добавля-
ли по 25 мкл МТТ в ФСБ с концентрацией 4 мг/мл 
и помещали в СО2-инкубатор. Через 4 ч добавляли 
50 мкл SDS (20%-ный SDS в воде с 0,02 N H2SO4) и 
инкубировали сутки. Разницу оптической плот-
ности (ОП) раствора при 570 и 650 нм определяли, 
используя планшетный ридер (BIO RAD iMark™  
Microplate Absorbance Reader, программа «Земфира»). 



ШАТИЛОВ и др.186

БИОХИМИЯ том 89 вып. 1 2024

Количество живых клеток рассчитывали по отно-
шению оптической плотности среды в лунке с пеп-
тидом (ОП пепт) к оптической плотности среды без 
пептида (ОП контроль) (2):

количество живых клеток, % =
= (ОП пепт/ОП контроль) × 100%.	 (2)

Каждое значение получали путём усреднения 
трёх параллельных измерений. Концентрацию 
полумаксимального ингибирования (IC50) опреде-
ляли по графику зависимости полученных значе-
ний количества живых клеток от концентрации 
соединения.

Статистический анализ. На предварительном 
этапе статистического анализа нормальность рас-
пределения интенсивности флуоресценции зонда 
HyPer оценивали по критерию Шапиро–Уилка.  
Для оценки различий использовали t-критерий 
Стьюдента, критический уровень значимости 
нулевой статистической гипотезы (р) принимали 
равным 0,05. Данные флуоресценции и люминес-
ценции представлены в виде среднего арифметиче-
ского и среднеквадратичного отклонения (М ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Проведённые нами ранее исследования по 
конструированию КП с хорошей проникающей ак-
тивностью и низкой токсичностью показали, что 
дендримерные структуры имеют заметное преиму-
щество [19]. При этом в их активность значитель-
ный вклад дают позитивно заряженные амино-
концевые участки ветвей пептида, содержащие 
аминокислоты лизин и аргинин, взаимодейству-
ющие с отрицательно заряженными молекулами 
мембраны клеток. Как изменится их активность 
после N-концевой модификации ГК, было неизвест-
но. Линейные пептиды были использованы, чтобы 
оценить в целом, как будет меняться их антиокси-
дантная активность после этой модификации. 
Выбор ГК в качестве антиоксиданта был обуслов-
лен её высокой радикал-нейтрализующей актив-
ностью [32] и довольно простой химической про-
цедурой её присоединения к амино-соединениям. 
Синтез ГК-содержащих пептидов проводили твер-
дофазным методом с использованием Fmoc-прото-
кола, где в качестве конденсирующего агента при-
меняли DIC в присутствии Оксима (катализатор).  

Структура, антирадикальная и цитотоксическая активности синтетических линейных и дендримерных пептидов

Код Последовательность  
аминокислот*

Молекулярная 
масса, г/моль 

(заряд +)

Антирадикальная  
активность,  
мольный % 

IC50, мкмоль/л

А549 HeLa Wi-38 melIs

AB-9 Ga-YYKK 752 (2) 217 666 2214 665 955

AB-10 Ga-YYLK 737 (1) 187 1136 1145 678 981

AB-11 (Ga-KKIRRLK)2KYAC 2633 (10) 332 100 100 151 167

AB-12 Ga-KKIRARLKYAC 1501 (5) 302 206 231 268 293

AB-13 R8K4K2KACAC 2512 (16) 62 69 129 115 98

AB-14 (WKKIRVRLS)2KAC 2652 (10) 25 18 64 93 19

AB-15 (Ga-KKIRARLK)2KYAC 2773 (10) 330 20 68 123 59

AST-1 Ga-KK 444 (2) 356 935 1002 1126 1173

ST-10 (KKLRLKTAFK)2KAC 2749 (12) 20 91 17 33 35

AB-32 AKKYRRFRYKYKGKYFYAC 2539 (9) 41 141 115 132 122

AB-33 Ga-AKKYRRFRYKYKGKYFYAC 2692 (8) 161 190 262 192 160

Галловая кислота 170 197 2941 982 1482 653

Аскорбиновая кислота 176 100

Эпирубицин 92 298 344 13
* Примечание. У всех пептидов C-концевая аминокислота находится в форме амида, свободные аминогруппы 
протонированы, находятся в форме соли с трифторуксусной кислотой, чьё мольное содержание равно числу 
позитивного заряда пептида при нейтральном рН. Антирадикальная активность рассчитана как % от актив-
ности аскорбиновой кислоты в молярном эквиваленте, среднее из трёх измерений.
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Рис. 1. Масс-спектры (MALDI-TOF) синтезированных пептидов: а – AB-9, б – AB-10, в – AB-11, г – AB-12, д – AB-13, 
е – AB-14, ж – AB-15, з – ST-10, и – AB-32, к – AB-33, л – AST-1
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ГК использовали без защиты её фенольных гидрок-
силов, её присоединяли после завершения синтеза 
пептидной цепи и удаления N-концевой Fmoc-груп-
пы. Поскольку эти фенольные группы довольно 
реакционноспособны, они могут реагировать с соб-
ственной карбоксильной группой в присутствии 
карбодиимида/DIC. Попытки использовать 3-крат-
ный мольный избыток ГК (стандартный протокол 
пептидного синтеза) по отношению к пептиду 
приводили к неудовлетворительному выходу це-
левого ГК-пептида, его очистка путём ВЭЖХ была 
затруднена. Дальнейшие эксперименты показали, 
что приемлемым вариантом являлось примене-
ние 8–16-кратных мольных избытков ГК по отно-
шению к пептиду в присутствии эквивалентных 
количеств DIC и Оксима. Избыточное количество 
ГК и побочных продуктов отделяли фильтрацией 
при промывке смолы растворителями на стадии 
отщепления пептида от смолы. Последнюю опера-
цию проводили в среде трифторуксусной кислоты 
в присутствии скавенджеров: фенола, воды, этан-
дитиола или диметилсульфида. Очистку пептидов 
проводили путём ВЭЖХ на колонке с обращённой 
фазой С18. В результате было синтезировано 11 КП, 
включая линейные и дендримерные структуры, 
из них 7 пептидов содержали ГК (таблица). Струк-
туру полученных соединений на основе идентич-
ности масс подтверждали масс-спектрами (рис. 1).

Наличие фенольного компонента в пептидах 
было также подтверждено УФ-спектрами по нали-

чию полосы с максимумом при 270 нм, одинаковой 
для всех ГК-модифицированных пептидов (рис. 2).

Далее была проведена оценка биологических 
свойств полученных соединений, важных в физиоло-
гическом плане: гемолитическая, цитотоксическая, 
антиоксидантная и трансфекционная активности.

Для анализа степени гемолиза были исполь-
зованы эритроциты человека. В качестве положи-
тельного контроля использовали дистиллирован-
ную воду, что обеспечивало близкий к 100% лизис 
клеток. Оказалось, что среди пептидов заметной 
гемолитической активностью обладали только 
немодифицированный дендримерный пептид 
АВ-14 и ГК-содержащий пептид АВ-15. Степень ли-
зиса в их присутствии составляла около 16 и 18% 
при максимальной концентрации (1  мг/мл), для 
остальных же пептидов данный показатель был 
близок к 0% (рис. 3). Можно предположить, что воз-
можная причина литической активности АВ-14 и 
АВ-15, по-видимому, обусловлена тем, что их длин-
ные ветви с последовательностями WKKIRVRLS и 
Ga-KKIRARLK соответственно содержат гидрофоб-
ные и гидрофильные позитивно заряженные ами-
нокислоты, формирующие амфифильные струк-
туры, способные вызывать нарушение липидной 
мембраны клетки  [18]. На N-конце оба пептида 
содержат гидрофобные остатки, триптофан и ГК. 
Кроме того, оказалось, что оба пептида обладают 
высокой антибактериальной активностью против 
штамма Escherichia coli Dh5α [34].

Рис. 2. Спектры поглощения в УФ- и видимой области: слева – AB-33, справа – AB-32.

Рис. 3. Гемолитическая активность пептидов, % от гемолиза эритроцитов в дистиллированной воде: 1 – AB-10, 
2 – AB-11, 3 – AB-12, 4 – AB-13, 5 – AB-14, 6 – AB-15, 7 – ST-10, 8 – AST-1
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Рис. 4. Уровень флуоресценции (538 нм) внутриклеточного сенсора HyPer в присутствии пептидов, измерен-
ный перед добавлением и после добавления пероксида водорода. 1  –  Положительный контроль, 2  –  AB-10, 
3 – AB-11, 4 – AB-12, 5 – AB-13, 6 – AB-14, 7 – AB-15, 8 – AST-1, 9 – ST-10. Звёздочками помечены пептиды, интенсив-
ность флуоресценции которых после внесения пероксида водорода статистически значимо (p < 0,05) отлича-
лась от положительного контроля

Токсичность полученных соединений оцени-
вали in vitro, используя МТТ-анализ. Анализ про-
водили на линии клеток HeLa (эпителиоидная 
карцинома шейки матки человека), A549 (адено-
карцинома лёгкого человека), melIs (меланома 
человека), Wi-38 (диплоидная линия фибробластов 
человека). В качестве контрольного препарата с 
цитостатическим действием был выбран Эпиру-
бицин. Результаты тестирования (таблица) пока-
зали, что токсический эффект пептидов менялся 
в зависимости от типа клеток, присоединение ГК 
не приводило к повышению токсичности соедине-
ния. Однако два пептида, AB-14 и AB-15, показали 
токсичность для опухолевых линий А549 и melIs, 
которая приближалась к значениям Эпирубицина 
(выделено жирным шрифтом), однако в отноше-
нии нормальных клеток (культура Wi-38) указан-
ные пептиды не проявляли такой значительной 
токсичности, как Эпирубицин. В целом, следует 
отметить, что все короткие ГК-содержащие пеп-
тиды отличались низкой токсичностью.

На следующем этапе работы мы изучали анти-
оксидантную активность полученных соединений 
путём постановки 2,2-дифенил-1-пикрилгидразил-
теста (ДФПГ-тест). Полученные результаты под-
твердили, что присоединение ГК к КП резко увели-
чивает их антиоксидантную активность, в 2–3 раза 
превышающую таковую аскорбиновой кислоты 
(таблица). Этот эффект наиболее хорошо виден 
при сравнении значений антирадикальной актив-

ности для пептидов AB-32 и AB-33, структура кото-
рых отличается только наличием или отсутствием 
остатка ГК. Антирадикальная активность относи-
тельно аскорбиновой кислоты для них составила 
41 и 161% соответственно. Второй способ оценки 
антиоксидантной активности пептидов уже на 
клеточном уровне основан на использовании гене-
тически кодируемого биосенсора HyPer. Известна 
высокая скавенджирующая активность ГК про-
тив пероксида водорода [35]. В отличие от обычно 
используемых производных дихлорфлуоресцеина 
(DCF), HyPer обладает высокой специфичностью к 
пероксиду, не продуцирует АФК под действием све-
та и нечувствителен к супероксиду, окисленному 
глутатиону, оксиду азота и пероксинитриту  [36]. 
Полученные результаты отображены на рис. 4, где 
показаны уровни флуоресценции внутриклеточ-
ного сенсора HyPer в присутствии пептидов, изме-
ренные перед добавлением и после добавления 
пероксида водорода. Видно, что пептиды влияют 
на уровень флуоресценции сенсора до добавления 
пероксида, снижая его по сравнению с контролем 
(ФСБ). Все исследованные пептиды, за исключени-
ем AB-13 и AST-1, обладали способностью статисти-
чески значимо снижать концентрацию пероксида 
водорода в клетках (p < 0,05). Наиболее значимое 
снижение наблюдалось для пептидов AB-11 и 
AB-14. Это можно объяснить тем, что АВ-11 имел 
в составе ГК, а АВ-14 содержал триптофан, кото-
рый способен взаимодействовать с пероксидом.  
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Рис. 5. Сравнительная активность пептидов в стимуляции трансфекции плазмиды pGL3, кодирующей репор-
терный ген люциферазы, выраженная как средние значения ± SE. 1 – Lipofectamine 3000, 2 – AB-10, 3 – AB-11, 
4  –  AB-12, 5  –  AB-13, 6  –  AB-14, 7  –  AB-15, 8  –  AB-32, 9  –  AB-33, 10  –  AST-1, 11  –  ST-10, 12  –  ФСБ (отрицательный 
контроль)

При этом AB-11 также показывал высокую актив-
ность в ДФПГ-тесте. Активность же AB-14 может 
быть связана с более высокой способностью про-
никать через мембрану клетки. К сожалению, при 
статистической обработке полученных данных 
величина SE (стандартной ошибки) не позволила 
оценить антиоксидантную активность других пеп-
тидов.

Эксперименты по трансфекции имели целью 
прояснить вопрос проникновения этих пептидов в 
цитоплазму в составе комплекса с плазмидой, со-
держащей репортерный ген люциферазы. Уровень 
проникновения комплекса в клетки примерно 
пропорционален уровню свечения лизата клетки, 
при этом липофектамин 3000 служит сильным 
позитивным контролем. Результаты приведены 
на рис. 5, где показана относительная активность 
пептидов (log-шкала) как носителей для доставки 
плазмиды в клетки HEK293. Их возрастающую ак-
тивность можно расположить в ряд: AB-13 ~ ST-10 ~  
~  AB-32 > AB-15 > AB-14 > AB-11 ~ AB-12 ~ AB-33  > 
> AB-10 ~ AST-1. Из этого ряда лишь пептид АВ-15 
содержит ГК, более активные пептиды имеют сво-
бодную N-концевую аминогруппу. Интересно, что 
присоединение ГК к пептиду АВ-32 снижало транс-
фекционную активность продукта (пептид АВ-33) 
почти на три порядка.

Очевидно, что присоединение ГК к N-концу КП 
нежелательно, если иметь в виду его потенциаль-
ное использование для внутриклеточного транс-
порта; блокирование N-конца ведёт к существенной 
потере заряда, повышению гидрофобности за счёт 
появления фенольного остатка. В условиях физио-
логического рН фенольные гидроксилы несут сла-
бый отрицательный заряд, в результате чего может 

иметь место эффект электростатического отталки-
вания между молекулами пептида и отрицательно 
заряженными фосфатами клеточной мембраны.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты демонстрируют, что 
КП после присоединения ГК приобретают новые 
свойства, проявляют антиоксидантную актив-
ность, даже превосходя активность самой ГК (в 
мольном отношении). Конъюгирование не при-
водит к повышению их токсичности для нормаль-
ных клеток и не повышает их гемолитическую 
активность, однако наблюдается некоторая тен-
денция к повышению избирательной токсичности 
для опухолевых клеток. Будущие исследования 
предполагают изучение ГК-содержащих пептидов 
в отношении антивирусной, антибактериальной 
и противоопухолевой активности. Поэтому одним 
из перспективных применений таких соединений 
может стать их использование в качестве анти-
оксидантных агентов в терапии сепсиса, тяжё-
лого патологического состояния, обусловленного 
микробной инфекцией и бурным развитием вос-
паления, где окислительный стресс составляет 
основу практически всех цитотоксических реак-
ций [37, 38]. В качестве примера можно привести 
публикацию, где продукт конденсации лейцина 
с ГК показывал хорошую активность в модели 
нейтрализации ЛПС-индуцированного эндотокси-
ческого шока [39]. Использование синтетических 
пептидов с подобной модификацией позволяет 
значительно более гибко подходить к дизайну 
подобных соединений. Поскольку информации 



АНТИОКСИДАНТНАЯ АКТИВНОСТЬ ПОЛИФЕНОЛ-ПЕПТИДНЫХ КОНЪЮГАТОВ 191

БИОХИМИЯ том 89 вып. 1 2024

относительно свойств ГК-конъюгатов ещё очень 
мало, необходимы дальнейшие работы по расши-
рению спектра пептидных производных ГК (при-
чём с использованием и других фенольных кис-
лот) и изучению механизмов их действия. Кроме 
того, учитывая полученные результаты, дизайн 
таких конъюгатов должен включать возмож-
ность селективного выбора места присоединения 
к пептиду фенольного компонента. Возможный 
вариант  – тиол-малеимидная конденсация, где 
фенольный компонент, содержащий малеимид-
ную группу, присоединяется к пептиду, имеющему 
остаток цистеина в нужной позиции.
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SYNTHESIS OF PLYPHENOL-CONTAINING CATIONIC LINEAR  
AND DENDRIMERIC PEPTIDES WITH ANTI-OXIDANT ACTIVITY

A. A. Shatilov1, S. M. Andreev1*, A. V. Shatilova1, E. A. Turetskiy1,2,  
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Natural polyphenols are of great interest from the point of view of their use for the pharmacological 
control of oxidative stress and many diseases. However, the low bioavailability and rapid metabolism of 
polyphenols in the form of glycosides or aglycones stimulates the search for effective means of delivery 
into systemic circulation. Conjugation of polyphenols with cationic amphiphilic peptides can result in 
compounds with strong antioxidant activity and the ability to cross biological barriers. Such compounds 
may be in demand as drugs for antioxidant therapy, including for the treatment of viral, oncological and 
neurodegenerative diseases due to the diverse range of biological activities inherent in polyphenols and 
peptides. In this work, cationic linear and dendrimer amphiphilic cationic peptides were synthesized 
by the solid phase method, and a number of peptides were conjugated to gallic acid (Ga). Ga is a non-tox-
ic natural phenolic acid and an important functional element of many flavonoids with high antioxidant 
activity. It was shown that the resulting Ga-peptide conjugates exhibited antioxidant (antiradical) activity 
that was 2-3 times higher than that of ascorbic acid. Other tests indicated that the addition of Ga did not 
affect the toxicity and hemolytic activity of the conjugates. Ga-modified peptides stimulated the trans-
membrane transfer of the pGL3 plasmid encoding the luciferase reporter gene; however, the addition of 
Ga to the N-terminus of the peptide reduced its transfection activity. Some of the resulting compounds 
had noticeable inhibitory activity against the E. сoli-Dh5α strain.

Keywords: cationic peptides, dendrimers, gallic acid, antiradical activity, hemolysis, cytotoxicity, ROS, HyPer, 
transfection
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Клеточная миграция во многом определяется типом протрузий, которые образует клетка. Мезен-
химальная миграция осуществляется за счёт образования ламеллиподий и/или филоподий, а ос-
новой амебоидной миграции являются мембранные блебы. Изменение условий миграции может 
приводить к смене характера клеточного движения, например, ингибирование Arp2/3-зависимой 
полимеризации актина ингибитором СК-666 вызывает переход от мезенхимального движения 
к амебоидному. Способность клеток переключаться с одного типа движения на другой называется 
пластичностью миграции. Клеточные механизмы, регулирующие миграционную пластичность, 
изучены плохо. Одним из факторов, определяющих возможность миграционной пластичности, 
может быть наличие и организация виментиновых промежуточных филаментов (ВПФ). Чтобы 
ответить на вопрос, влияет ли организация ВПФ на способность фибробластов формировать мем-
бранные блебы, мы использовали крысиные эмбриональные фибробласты REF52 с нормальной 
организацией ВПФ, с нокаутом ВПФ (REF–/–) и с мутацией, ингибирующей сборку полноценных ВПФ 
(REF117). Образование блебов вызывали обработкой клеток СК-666. Нокаут виментина не приво-
дил к статистически значимому увеличению количества клеток, образующих блебы. Среди фибро-
бластов с виментином в виде коротких фрагментов существенно возрастало количество клеток 
с блебами как в контрольной культуре, так и под действием СК-666. Нарушение организации ВПФ 
не вызывало изменения микротрубочек или фосфорилирования малой цепи миозина, но приво-
дило к значительному изменению фокальных контактов (ФК). Наиболее заметное и статистически 
достоверное уменьшение размеров и количества ФК наблюдалось в клетках REF117. Мы считаем, 
что регуляция мембранного блеббинга ВПФ опосредуется их действием на систему ФК. При куль-
тивировании фибробластов с различной организацией ВПФ в трёхмерном коллагеновом геле 
было показано, что организация ВПФ определяет характер образуемых клеткой протрузий, что, 
в свою очередь, определяет характер движения клеток. Показана новая роль ВПФ как регулятора 
мембранного блеббинга, характеризующего переход к амебоидному движению.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: виментиновые промежуточные филаменты, филоподия, блеб, фокальные кон-
такты, актиновый кортекс.

DOI: 10.31857/S0320972524010115 EDN: YQMZJC

Принятые сокращения: ВПФ – виментиновые промежуточные филаменты; ФК – фокальные контакты; DIC-мик-
роскопия – дифференциально-интерференционно-контрастная микроскопия; MLC – лёгкая цепь миозина.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Первым шагом клеточной миграции является 
формирование специфических выростов – про-

трузий, причём форма и характер этих протру-
зий определяют характер миграции клеток  [1]. 
Для  высокоподвижных мезенхимальных клеток 
характерно образование широких плоских про-
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трузий – ламеллиподий – или тонких узких фило-
подий, обеспечивающих миграцию по мезенхи-
мальному механизму. Мезенхимальная миграция 
осуществляется за счёт полимеризации актиновых 
филаментов, регулируется активностью малых 
ГТФаз Rac и/или Cdc42 и зависит от взаимодей-
ствия клеток с субстратом, формирования адге-
зионных структур – фокальных контактов (ФК), 
а также от активности матриксных металлопро-
теаз  [2]. Ещё одним типом протрузий являются 
мембранные блебы – пузыреобразные выросты 
мембраны, образующиеся под действием внутри-
клеточного давления, которые после образования 
быстро заполняются цитоскелетными структура-
ми и могут сокращаться. В отличие от ламеллипо-
дий, для формирования блебов необходима актив-
ность малой ГТФазы Rho, не требуется образования 
адгезионных контактов с субстратом и активности 
металлопротеаз. Динамика образования и струк-
тура блебов описана несколькими группами [3–5]. 
Ранее образование блебов было отмечено у деля-
щихся клеток и считалось признаком митоза или 
апоптоза  [6]. В последнее время было показано, 
что блебы являются лидирующими протрузиями 
в случае так называемого амебоидного движения 
клеток – быстрого движения в 3D-субстрате, неза-
висимого от активности матриксных металлопро-
теаз [7–9]. Амебоидное движение характерно для 
амёб, клеток лейкоцитарного ряда, для стволовых 
и опухолевых клеток [10]. Некоторые клетки мо-
гут переключаться с одного способа движения на 
другой в зависимости от микроокружения. Способ-
ность клеток изменять характер движения назы-
вается пластичностью миграции и даёт возмож-
ность мигрирующим клеткам «выбрать» наиболее 
оптимальный для конкретных условий способ дви-
жения [11, 12]. Переход с зависимого от образова-
ния ламеллиподий/филоподий мезенхимального 
движения на блеб-зависимое амебоидное движе-
ние (мезенхимально-амебоидный переход, МАП) 
показан для агрессивно мигрирующих опухолевых 
клеток (меланома, глиобластома) при движении в 
3D-субстрате (коллагене, матригеле) или при дви-
жении в ограниченном пространстве [13–15] для 
стволовых клеток. Формирование блебов проис-
ходит за счёт повышения внутриклеточного дав-
ления в результате усиления акто-миозиновой 
сократимости или за счёт внешних воздействий, 
например, сжатия клетки или миграции в услови-
ях ограниченного пространства [16]. Показано, что 
формирование блебов может быть инициировано 
нарушением целостности актинового подмембран-
ного цитоскелета – актинового кортекса [17], или 
ослаблением связи между клеточной мембраной 
и подлежащим актиновым кортексом [18]. Одна-
ко даже в одной и той же культуре не все клет-
ки демонстрируют миграционную пластичность 

при одних и тех же условиях и воздействиях [19]. 
Какими особенностями обладают клетки, способ-
ные формировать блебы и переходить на амебоид-
ное движение, остаётся неизвестным.

В основе движения клеток лежит реоргани-
зация клеточного цитоскелета. Характер и эффек-
тивность клеточной миграции во многом опре-
деляется взаимодействием трёх основных систем 
цитоскелета: микротрубочек, актиновых фила-
ментов и промежуточных филаментов [20]. Роль 
микрофиламентов и микротрубочек в регуляции 
миграции изучена очень хорошо [2, 21, 22], а про 
участие промежуточных филаментов в регуляции 
клеточной подвижности остаётся много вопросов. 
В разных типах клеток содержатся разные про-
межуточные филаменты. Для высокоподвижных 
мезенхимальных клеток характерны вименти-
новые филаменты – промежуточные филаменты, 
относящиеся к III  типу. Основными функциями 
виментиновых промежуточных филаментов (ВПФ) 
считаются регуляция жёсткости клеток [23], защи-
та клетки от механических повреждений [24], уча-
стие в регуляции клеточной адгезии и подвижно-
сти [25]. Экспрессия ВПФ является общепринятым 
маркером эпителиально-мезенхимального пере-
хода (ЭМП), процесса приобретения эпителиаль-
ными клетками подвижного фенотипа  [26]. ЭМП 
наблюдается в процессе эмбрионального развития 
при формировании клеточных слоёв, в процессе 
заживления ран или при опухолевом метастазиро-
вании. Показано, что экспрессия виментина сама 
по себе может стимулировать мезенхимальную 
миграцию клеток [27], а также формирование спе-
цифических протрузий, характерных для метаста-
зирующих клеток – инвадоподий [28–29]. Поэтому 
широко обсуждается возможность подавления экс-
прессии виментина в опухолевых клетках в каче-
стве терапевтического воздействия для остановки 
метастазирования при лечении злокачественных 
заболеваний [30]. В пользу такого подхода говорят 
результаты, полученные на дендритных клетках, 
свидетельствующие о том, что виментин необ-
ходим и для амебоидного движения  [31]. Однако 
в последнее время появились данные, показываю-
щие, что ингибирование виментина приводит к 
усилению миграции клеток меланомы в условиях 
ограниченного пространства: через мелкие поры 
и в узких щелях, и вызывает активацию амебоид-
ного движения опухолевых клеток [32–34]. Каким 
образом ВПФ могут регулировать возможность пе-
рехода к амебоидному движению, остаётся неиз-
вестным.

Ранее было показано, что ВПФ могут нахо-
диться в клетке в различном состоянии [35], что 
определяется степенью их сборки и посттранс-
ляционными модификациями. В частности, они 
могут быть представлены зрелыми филаментами, 
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организованными в густую сеть, или короткими 
филаментами различной длины. Наиболее корот-
кие из них – unit-length filament (ULF) – представ-
ляют из себя филаменты, собранные из восьми 
тетрамеров виментина, длиной около 65 нм [36]. 
По данным других авторов, длина ULF, измерен-
ная с помощью иммунофлуоресценции, достигает 
130 нм  [37]. ULF могут объединяться концами и 
формировать полномерные неполярные вименти-
новые филаменты [38].

Целью настоящей работы была проверка вы-
двинутой нами гипотезы о том, что способность 
к формированию мембранных блебов у фибро-
бластов зависит от наличия и состояния системы 
ВПФ. Для анализа влияния организации ВПФ на 
формирование различных протрузий в клетках 
мы использовали клетки с ярко выраженными 
отличиями в строении ВПФ – линию клеток эм-
бриональных крысиных фибробластов REF52 с 
нормальными, хорошо выраженными ВПФ, и про-
изводные этих клеток с нокаутом ВПФ и мутацией 
в гене виментина, нарушающей сборку филамен-
тов. Блеббинг мы стимулировали обработкой кле-
ток ингибитором Arp2/3-зависимой полимериза-
ции актина СК-666, что, как было показано ранее, 
приводит к формированию краевого блеббинга у 
клеток фибросаркомы НТ1080 [19] и стимулирует 
переход клеток на амебоидное движение  [39]. 
Выявление роли ВПФ в регуляции формирования 
блебов и, следовательно, в определении возмож-
ности перехода клеток на амебоидное движение 
является демонстрацией новой и очень важной 
функции виментиновых филаментов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные линии. Были использованы три 
линии эмбриональных фибробластов крысы: кон-
трольная линия клеток REF52, а также получен-
ные на её основе с помощью CRISPR/Cas9-системы 
клетки REF–/–, в которых отсутствуют виментино-
вые филаменты, и REF117 – клетки с мутацией в 
гене виментина (замена Tyr117 на Leu), которая 
приводит к нарушению сборки зрелых полнораз-
мерных ВПФ  [23]. Клетки были любезно предо-
ставлены А.А. Мининым (Институт белка РАН). 
Клетки культивировали в среде DMEM («Sigma-
Aldrich», США), содержащей 10% эмбриональной 
сыворотки телёнка (FCS) («Biowest», Франция) и  
антибиотики (по 100 ед./мл пенициллина и стреп-
томицина), при 37 °С во влажной атмосфере в при-
сутствии 5% CO2.

Флуоресцентная микроскопия. Для проведе-
ния флуоресцентного окрашивания и выявле-
ния внутриклеточной локализации актина, ФК, 
виментина и клеточных ядер применяли фикса-

цию 3,7%-ным параформальдегидом (PFA) («Sigma-
Aldrich»). Для визуализации микротрубочек приме-
няли фиксацию холодным 100%-ным метанолом. 
В качестве первичных антител использовали 
моноклональные мышиные антитела к вимен-
тину (клон V9, «Sigma-Aldrich»), моноклональные 
мышиные антитела к α-тубулину (клон DM1A, 
«Sigma-Aldrich»), моноклональные кроличьи анти-
тела к винкулину (клон 42H89L44, «Thermo Fisher 
Scientific», CША). В качестве вторичных антител 
использовали анти-мышиные антитела, конъю-
гированные с флуоресцентной меткой Alexa-488 
(«Jackson Immuno Research», США), и анти-кроли-
чьи антитела, конъюгированные с флуоресцентной 
меткой Alexa-594 («Jackson Immuno Research»). Акти-
новые филаменты выявляли с помощью фаллоиди-
на, конъюгированного с флуоресцентными краси-
телями (Alexa Fluor 488 phalloidin («MolecularProbes», 
США) и TRITC-phalloidin («Sigma-Aldrich»)), а ядра ме-
тили красителем DAPI («Sigma-Aldrich»). При окра-
шивании антитела использовали в разведениях, 
рекомендованных производителями. Препараты 
исследовали с помощью флуоресцентного микро-
скопа Nikon Eclipse-Ti («Nikon», Япония).

Измерение площади ФК. Для измерения пло-
щади ФК с помощью программы Fiji/ImageJ анали-
зировали препараты иммунофлуоресцентно-окра-
шенного винкулина, отснятые при увеличении 
40 × 1,5. Выбирали одиночную клетку, после чего 
использовали функцию Threshold Moments для вы-
деления интересующих нас контактов; площадь и 
количество ФК обсчитывали с помощью функции 
Analyze particles. В случае, если Threshold выделял 
частицы, не являющиеся контактами, такие объек-
ты отфильтровывали вручную и в обсчёт не брали. 
Для статистической обработки данных использо-
вали программу GraphPad Prism.

Индукция блеббинга с использованием CK-
666. Клетки сажали в концентрации 40  тыс. кле-
ток/мл на 3,5-см чашки Петри со стеклянным 
дном («MatTek», США). Через 24 ч снимали общий 
вид культуры с помощью дифференциально-
интерференционно-контрастной (DIC) микроско-
пии (микроскоп Nikon Eclipse-Ti с объективом 
Plan-fluar ×20 (× 1,5)), применялась цифровая камера 
с охлаждением Hamamatsu c программным обеспе-
чением NIS-Elements AR. Клетки были сфотографи-
рованы на 10 случайно выбранных полях зрения.

Для того чтобы индуцировать блеббинг, 
клетки в течение часа были обработаны ингиби-
тором Arp2/3-зависимой полимеризации актино-
вых филаментов СК-666 в концентрации 200 мкМ.  
После инкубации клетки снова фотографировали 
с помощью DIC с теми же увеличениями на 10 
случайно выбранных полях зрения. Полученные 
фотографии вручную обсчитывали для определе-
ния процента клеток с блебами. В обсчёт брали 
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одиночные клетки и клетки, которые контактиру-
ют не более чем с двумя соседними клетками, де-
лящиеся и апоптотические клетки не учитывали.

Вестерн-блот. Данный метод использовали 
для анализа экспрессии интересующих нас бел-
ков – винкулина, виментина, лёгкой цепи мио-
зина (MLC) и фосфорилированной формы миозина 
(pMLC). Для получения белковых лизатов клетки 
предварительно высаживали на чашки, культиви-
ровали в течение 24 ч при 37 °С во влажной атмо-
сфере в присутствии 5% CO2. Затем клетки лизи-
ровали, используя лизис-буфер RIPA c коктейлем 
ингибиторов протеаз («Roche», Германия). Нор-
мализованные по концентрации белка образцы 
клеточных лизатов наносили на 12,5%-ный SDS-
полиакриламидный гель и проводили вертикаль-
ный электрофорез согласно протоколу («Bio-Rad», 
США). Белки после электрофореза переносили с 
гелей на нитроцеллюлозные мембраны Amersham 
Hybond-С («GE Healthcare», США). Мембраны бло-
кировали 5%-ным раствором бычьего сывороточ-
ного альбумина («ПанЭко», Россия) на фосфатном 
буфере (1×  TBS, pH  7,4) с добавлением 0,1% (v/v) 
Tween-20 («AppliChem», Испания) в течение 1 ч на 
качалке. Далее мембраны инкубировали с первич-
ными антителами 16 ч при 4 °C. В качестве пер-
вичных антител использовали моноклональные 
мышиные антитела к виментину (клон V9, «Sigma-
Aldrich»), кроличьи моноклональные рекомби-
нантные антитела к винкулину (клон 42H89L44, 
«Thermo Fisher Scientific»), кроличьи поликло-
нальные антитела к лёгкой цепи миозина 2 (клон 
D18E2, «Cell Signaling», США); кроличьи поликло-
нальные антитела к фосфорилированной лёгкой 
цепи миозина 2 (Ser19) (клон 3671, «Cell Signaling»). 
В качестве контроля загрузки белков использова-
ли моноклональные мышиные антитела к актину 
С4 («Sigma-Aldrich») и мышиные моноклональные 
антитела к γ-тубулину GTU-88 («Sigma-Aldrich»). 
В качестве вторичных антител использовали анти-
тела, конъюгированные с пероксидазой («Jackson 
ImmunoResearch», Великобритания). Сигнал детек-
тировали с помощью субстрата Pierce ECL Western 
Blotting Substrate («Thermo Fisher Scientific»), изо-
бражения получали с помощью прибора Image 
Quant LAS 4000 («GE Healthcare»). Для денситоме-
трии использовали программу ImageJ.

3D-Миграция в коллагеновом матриксе. Для 
изучения морфологии образуемых протрузий и 
характера миграции клеток в 3D-субстрате ис-
пользовали коллаген I типа из крысиных хвостов 
(«Corning», США). Для приготовления 300 мкл сме-
си коллагена на льду смешивали 15,3 мкл 10× PBS, 
3  мкл 1N NaOH, 79  мкл среды DMEM («Sigma-
Aldrich»), содержащей 20% FCS, и 153  мкл кол-
лагена, на каждом этапе хорошо перемешивали 
раствор, не допуская образования пузырей. После 

этого вносили 50 мкл клеток, разведённых в DMEM 
(«Sigma-Aldrich»), содержащей 20% FCS в концен-
трации 600 тыс. кл./мл. Полученный раствор зали-
вали в самодельную камеру: на предметное стекло 
притирали 3 слоя парафильма, вырезали камеры 
размером примерно 1,5  см на 1,5  см, после чего 
накрывали их покровным стеклом и запаивали 
с помощью нагретого парафина, оставляя зазор 
для заполнения коллагеном. После заполнения 
раствором коллагена камеру полностью запаи-
вали парафином и оставляли на час в термостате 
при 37 °С. Далее проводили съёмку в режиме DIC-
микроскопии (микроскоп Nikon Eclipse-Ti с объек-
тивом Plan-fluar ×20 (×1,5)), применялась цифровая 
камера с охлаждением Hamamatsu c программным 
обеспечением NIS-Elements AR.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Для получения ответа на вопрос о том, каким 
образом наличие ВПФ и их внутриклеточная орга-
низация влияет на возможность формирования 
мембранных блебов, мы использовали линию 
крысиных эмбриональных фибробластов (REF52), 
её производные с нокаутом виментина (REF–/–) и 
нокаутные клетки с трансфицированным мутант-
ным виментином, в котором тирозин в позиции 
117 заменён на лейцин (REF117). Такая мутация 
приводит к тому, что виментин не собирается в 
длинные зрелые филаменты, а остаётся в виде ко-
ротких предшественников как in vitro, так и при 
трансфекции в клетки [40].

Морфологическая характеристика фибро-
бластов с разной организацией ВПФ. Клетки всех 
трёх линий являются типичными фибробластами 
c наличием активного края, хорошо выраженны-
ми пучками микрофиламентов и развитой систе-
мой микротрубочек (рис. 1).

В культуре REF52 ВПФ представлены густой 
сетью филаментов, распредёленной практически 
по всей клетке. В культуре REF–/– ВПФ отсутствуют. 
В клетках REF117 ВПФ представлены мелкими то-
чечными структурами, в основном сосредоточен-
ными в центральной части клетки и вокруг ядра. 
При этом степень распластанности этих клеток на 
субстрате в редкой культуре (когда клетки распо-
ложены не группами, а в основном поодиночке) 
после культивирования в течение 24 ч несколько 
различается (рис. 2).

Клетки REF52 при съёмке живой культуры в 
режиме DIC выглядят как хорошо распластанные 
фибробласты, среди REF–/– наравне с типичными 
фибробластами наблюдается довольно много 
слабо прикреплённых и плохо распластанных 
клеток. Ещё больше плохо распластанных клеток 
наблюдается в культуре REF117, что хорошо видно 
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Рис. 1. Цитоскелет фибробластов с разной организацией ВПФ. Иммунофлуоресцентное окрашивание. Верхний 
ряд – актин (красный) и виментин (зелёный), нижний ряд – микротрубочки. Масштабный отрезок – 10 мкм

на рис. 2, б по значительному увеличению фрак-
ции клеток малой площади. При фиксации эти 
клетки легко отделяются от субстрата, а на пре-
парате остаются лучше прикреплённые клетки, 
практически не отличающиеся по морфологии 
от контрольных REF52. Именно слабым прикреп-
лением части клеток в случае нокаута или нару-
шения сборки ВПФ мы можем объяснить отличие  
в нашем описании этих культур от данных преды-
дущих исследователей, говорящих о том, что отсут-
ствие или недостаточная сборка ВПФ не оказывает 
существенного влияния на морфологию фибробла-
стов  [23]. Анализ площадей живых клеток после 
24 ч культивирования показал, что лучше всего 
распластаны клетки REF52, средняя площадь кле-
ток REF–/– несколько меньше, а наименьшая сред-
няя площадь у клеток REF117 (рис. 2). Различия 
статистически достоверны. Увеличение сроков 
культивирования до 48 ч не приводило к суще-
ственным изменениям степени распластывания  
клеток.

Отличия в морфологии образуемых про-
трузий у фибробластов с разной организацией 
ВПФ. Основным типом протрузий у клеток всех 
трёх типов являются широкие ламеллиподии или 

тонкие филоподии, иногда наблюдается спонтан-
ное формирование блебов, причём в основном на 
слабо распластанных поджатых клетках. Таких 
«спонтанных» блебов практически нет в культуре 
REF52, в культуре REF–/– средний процент клеток с 
блебами несколько выше (6,65 ± 1,1% и 12,3 ± 1,6% 
соответственно), однако статистической разницы 
между двумя линиями нет. В культуре REF117 доля 
клеток, спонтанно образующих блебы, существен-
но увеличена (56,8 ± 3,4%) (рис. 2).

Для того чтобы стимулировать блеббинг, мы 
обрабатывали клетки ингибитором Arp2/3-зави-
симой полимеризации актиновых филаментов 
СК-666 в течение 1 ч, а затем снимали живые 
клетки в режиме DIC. Съёмка живых клеток для 
оценки эффективности перехода к блеббингу была 
необходима, потому что при фиксации часть мем-
бранных блебов лопается и не регистрируется на 
фиксированных или окрашенных препаратах. 
Во всех трёх исследуемых клеточных линиях обра-
ботка СК-666 приводила к существенному поджа-
тию ламеллиподий, часть клеток ошарились. При 
этом во всех культурах статистически достоверно 
увеличивалось количество клеток с блебами 
(рис. 2). Важно отметить, что в фибробластах с ви-
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Рис. 2. Различия в способности к мембранному блеббингу у фибробластов с разной организацией ВПФ. а – Мор-
фология контрольных клеток (верхний ряд) и клеток после обработки 200  мкМ СК-666 в течение 1  ч (ниж-
ний ряд). DIC-Микроскопия, масштабный отрезок 20 мкм. Клетки с мембранным блеббингом обозначены бе-
лыми стрелками. На врезках большое увеличение клеток с блебами, выделенных на рисунке пунктирным 
квадратом. б  –  Точечная диаграмма, иллюстрирующая площадь клеток REF52, REF–/–, REF117, распластанных 
на субстрате, представлены средние значения со стандартными отклонениями. Представлены результаты 
4  экспериментов, статистическая обработка выполнена с помощью программы GraphPad Prism, критерий  
Краскелла–Уоллиса (с апостериорным тестом Данна): ***  p  <  0,001, ****  p  <  0,0001, ns  –  статистически незна
чимые изменения, N = 60 клеток для каждой группы. в – Доля клеток, образующих блебы в культурах до и по-
сле обработки СК-666. Для статистического анализа использовали дисперсионный анализ ANOVA: *** p < 0,001,  
**** p < 0,0001, ns – статистически незначимые изменения, N = 30 полей зрения для каждой группы

ментином в виде коротких фрагментов количество 
клеток с блебами после обработки СК-666 достига-
ло 83 ± 2,8% по сравнению с 22,7 ± 2,3% и 26,4 ± 3,1% 
у клеток REF52 и REF–/– соответственно (рис. 2).

Таким образом, на способность клеток к обра-
зованию мембранных блебов наибольшее влияние 

оказывает не отсутствие ВПФ, а нарушение сборки 
полноценных виментиновых филаментов.

Анализ причин, вызывающих повышенное 
формирование блебов в клетках с нарушен-
ной организацией ВПФ. Мы поставили задачей 
выявить факторы, которыми можно было бы 
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Рис. 3. Экспрессия MLC; pMLC и различия в системе ФК у фибробластов с разной организацией виментина. 
а  –  Репрезентативный Вестерн-блот, регистрирующий изменения экспрессии виментина, лёгкой цепи мио-
зина (MLC), фосфорилированной лёгкой цепи миозина (pMLC). Для контроля нанесения белков использован 
гамма-тубулин. б – Морфология ФК у клеток исследуемых культур, иммунофлуоресцентное окрашивание ан-
тителами к винкулину. Масштабный отрезок 20  мкм. в  –  Вестерн-блот, демонстрирующий экспрессию вин-
кулина в трёх культурах, актин использован для контроля нанесения белков, денситометрия выполнена на 
основе анализа 4-х экспериментов. г – Диаграммы, иллюстрирующие изменение размеров (левая) и количе-
ства (правая) ФК в исследованных культурах. Диаграмма показывает 90%-ный интервал значений площадей и 
количества индивидуальных контактов на клетку. Статистическая обработка выполнена с помощью програм-
мы GraphPad Prism. Для проверки статистической достоверности в различиях площади ФК в трёх культурах 
REF использовался критерий Краскела–Уоллиса (с апостериорным тестом Данна): *** p < 0,001, **** p < 0,0001, 
ns – статистически незначимые изменения, N ≥ 1004 контактов

объяснить разную способность клеток к образо-
ванию мембранных блебов в этих трёх культурах. 
Ранее было показано, что блеббинг может быть 
вызван нарушением организации микротрубо-
чек [41, 42]. С помощью иммунофлуоресцентного 
окрашивания антителами к тубулину мы показа-
ли, что существенных различий в строении мик-
ротрубочек у этих трёх культур не наблюдается и 
микротрубочки представлены густой сетью, рас-
пределённой по всей клетке (рис. 1). Поскольку об-
разование блебов связано с возрастанием внутри-
клеточного гидростатического давления [9, 42], что 
может быть вызвано ростом сократимости [8], мы 
провели с помощью Вестерн-блота анализ измене-
ния в наших клетках экспрессии лёгкой цепи мио-
зина (MLC) и наличие активированной (фосфори-
лированной) лёгкой цепи миозина (pMLC) (рис. 3). 

Мы  не обнаружили статистически достоверных 
отличий в изменении количества MLC и pMLC в 
этих культурах, которые свидетельствовали бы о 
существенном изменении сократимости, вызван-
ной отсутствием ВПФ или нарушением формиро-
вания зрелых промежуточных филаментов.

Ранее в нескольких работах было показано, 
что ВПФ взаимодействуют с ФК, и наличие и ор-
ганизация ВПФ влияют на формирование адгези-
онных структур [36, 39, 43, 44]. Мы проанализиро-
вали изменение в строении ФК у фибробластов 
с разным статусом ВПФ в нашей системе. С помо-
щью Вестерн-блота было показано, что делеция 
виментина или нарушение образования зрелых 
ВПФ у мутантных клеток REF117 не влияет на 
количество экспрессируемого белка ФК винкули-
на (рис. 3, в). Однако распределение и размер ФК 
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Рис. 4. Разнообразие протрузий, образуемых клетками с разной организацией ВПФ в трёхмерном коллагено-
вом геле. а – Морфология образованных протрузий, отмечено время от начала съёмки для каждого выбранно-
го кадра, масштабный отрезок 40 мкм; б – треки движения клеток с разной организацией ВПФ в трёхмерном 
коллагеновом геле

при этом меняются. Типичная морфология, сред-
нее количество на клетку и средние размеры ФК 
у исследуемых клеток представлены на рис. 3, б, г. 
Для клеток REF52 характерно формирование круп-
ных ФК (максимальная площадь 6,5 мкм2) пре-
имущественно на краю клетки (рис. 3, б). Средняя 
площадь ФК REF52 равна 0,6 ± 0,03 мкм2 (рис. 3, г). 
Максимальные размеры регистрируемых ФК у 
REF–/– – 4,2 мкм2, средние значения – 0,51 ± 0,02 мкм2. 
Важно отметить, что разница в размерах ФК у кле-
ток REF52 и REF–/– была статистически недостовер-
на. Также не было отмечено достоверной разницы 
в количестве ФК между этими культурами. У кле-
ток REF117 количество контактов и их средняя 
площадь статистически достоверно уменьшаются 
как по сравнению с контролем, так и с клетками с 
нокаутом виментина REF–/–. Максимальный размер 
контактов в этой культуре – 3,8 мкм2, средние зна-
чения – 0,44 ± 0,03 мкм2. Как было отмечено выше, 
среди клеток REF–/– и REF117 наблюдается большое 

число поджатых и плохо распластанных клеток. 
У таких клеток ФК практически отсутствуют, есть 
лишь несколько очень мелких контактов на самой 
периферии.

Таким образом, не столько отсутствие (нокаут) 
виментиновых филаментов, сколько нарушение 
формирования полноразмерных зрелых ВПФ при-
водило к существенному ухудшению образования 
и созревания ФК.

Анализ характера протрузий у фибробластов 
с различной организацией ВПФ при культивиро-
вании в трёхмерном коллагеновом геле. Более 
приближенной к естественным условиям моделью 
является культивирование клеток в трёхмерном 
матриксе. Мы анализировали морфологию кле-
ток при их культивировании в коллагеновом геле, 
обращая особое внимание на характер протрузий 
и долю подвижных клеток в каждой культуре. По-
движными мы считали клетки, которые в течение 
времени съёмки (22  ч) переместились более чем 
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на один диаметр. Общее количество обсчитанных 
клеток REF52 – 94, REF–/– – 100, REF117 – 79.

В 3D коллагеновом геле контрольные фибро-
бласты REF52 образуют несколько тонких отрост-
ков (филоподий), направленных в разные стороны 
(рис. 4).

Клетки REF52 в основном не демонстрируют 
направленного эффективного движения: отростки 
могут поджиматься и снова образовываться, и 
клетки передвигаются на минимальные расстоя-
ния, часто меняя направления. В отсутствии допол-
нительного стимула в культуре REF52 мигрирует 
41% клеток. В культуре REF–/– в коллагеновом геле 
клетки в основном остаются поджатыми и ошарен-
ными, наблюдается формирование мембранных 
блебов. Этот блеббинг не сопряжён с апоптозом, 
блебы образуются с разных сторон (неполяризо-
ванный блеббинг), клетки перемещаются очень 
мало, подвижно 30% клеток. Некоторые клетки 
формируют отростки или в виде филоподий, или 
в виде утолщённого выроста с боковыми блебами 
(лобоподии) [45]. Одна и та же клетка может после-
довательно формировать разные типы отростков. 
Такие клетки перемещаются на малые расстояния 
(1–3 диаметра клетки), и их движение не направ-
лено. Клетки REF117 в трёхмерном коллагеновом 
геле наиболее подвижны в сравнении с осталь-
ными культурами, перемещаются около 63% кле-
ток. Сначала по всей поверхности образуются мем-
бранные блебы, а потом происходит поляризация 
клетки, образуется один длинный вырост, часто 
имеющий боковые блебы, и клетки начинают на-
правленное движение в сторону выроста.

Таким образом, различная организация ВПФ 
определяет характер протрузий, образующихся в 
трёхмерном коллагеновом матриксе, что, в свою 
очередь, определяет характер движения клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Характер клеточной миграции во многом 
определяется типом протрузий, которые могут об-
разовывать клетки. Так, для мезенхимального дви-
жения характерно формирование ламеллиподий 
или филоподий, а быстрое амебоидное движение 
происходит за счёт формирования блебов. В нашей 
работе мы не стремились сравнивать амебоидное 
и мезенхимальное движение хотя бы потому, что 
амебоидное движение, прежде всего, характерно 
не для нормальных фибробластов, а для клеток 
лейкоцитарного ряда, стволовых или опухолевых 
клеток. Нашей задачей стала проверка гипотезы о 
том, что даже у нормальных фибробластов орга-
низация сети виментиновых филаментов может 
определять возможность формирования мембран-
ных блебов. Ранее было показано, что степень 

сборки виментиновых филаментов регулирует 
образование ламеллиподии  [46]. В частности, на 
мышиных эмбриональных фибробластах и клет-
ках линии 3Т3 было показано, что в активной 
ламеллиподии виментиновые филаменты пред-
ставлены короткими фрагментами, тогда как в 
клетках, культивируемых в отсутствии сыворотки 
и не образующих ламеллиподий, виментин собран 
в длинные филаменты. Более того, искусственная 
разборка длинных виментиновых филаментов на 
фрагменты в клетке даже в отсутствии сыворотки 
стимулирует образование ламеллиподии. Было по-
казано, что короткие фрагменты ВПФ стимулиру-
ют Rac-сигналлинг [46], который, в свою очередь, 
является основным регуляторным путём, отвечаю-
щим за формирование ламеллиподии [47].

В нашем случае отсутствие виментиновых 
филаментов или нарушение сборки длинных ВПФ 
приводило к статистически значимому уменьше-
нию распластанности клеток. По окраске анти-
телами к виментину видно (рис. 1), что в культуре 
REF117 организованные в короткие фрагменты 
ВПФ располагались в большей степени в централь-
ной части клетки. Вероятно, поэтому мы не отме-
тили активации формирования ламеллиподий на 
краю клеток, как в работах лаборатории Гольд-
мана, где описана активация ламеллиподии в 
случае расщепления пептидом длинных ВПФ, под-
ходящих к самому краю клетки, на короткие фи-
ламенты [46]. Ранее влияние сети ВПФ на форму 
клеток было исследовано несколькими группами 
авторов [27, 48, 49], но в этих работах в основном 
рассматривали влияние ВПФ на изменение формы 
эпителиальных клеток в процессе ЭМП. При иссле-
дованиях, проведённых на фибробластах, суще-
ственного изменения формы клеток отмечено не 
было [23]. Вероятно (как было отмечено выше), это 
объясняется тем фактом, что в культурах REF–/– и 
REF117 увеличивается количество плохо расплас-
танных слабо прикреплённых клеток. Это хорошо 
видно при исследовании живых культур, а при 
фиксации часть плохо прикреплённых клеток 
открепляется от субстрата, и остаются в основном 
наиболее распластанные и хорошо прикреплён-
ные клетки, морфология которых существенно не 
отличается от морфологии контрольных REF52.

Описанные морфологические изменения у ис-
следованных нами культур были ассоциированы 
с индукцией формирования мембранных блебов 
как спонтанных, так и сформировавшихся под 
действием СК-666. В культуре REF52 было отмечено 
мало клеток со спонтанными блебами, нокаут ВПФ 
не приводил к статистически достоверному увели-
чению количества клеток, формирующих блебы, а 
наиболее активный спонтанный блеббинг наблю-
дался в культуре REF117. Обработка СК-666 приво-
дила к активизации блеббинга во всех культурах, 
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но сильнее всего этот процесс был выражен в 
культуре REF117 (появление блебов у более чем 
80% клеток). Согласно нашим данным, изменения 
организации ВПФ не приводили к существенным 
изменениям таких факторов, как строение систе-
мы микротрубочек или увеличению экспрессии 
активированной лёгкой цепи миозина (pMLC), что 
могло бы свидетельствовать об увеличении сокра-
тимости фибробластов. Эти факторы часто рас-
сматривают как причины, вызывающие блеббинг. 
Наибольшее отличие между нашими культурами 
мы обнаружили на уровне образования ФК. Так, 
в клетках REF52, наряду с большим количеством 
мелких ФК, наблюдается большое количество круп-
ных зрелых ФК, типичных для фибробластов, рас-
положенных в основном на периферии клеток. 
Нокаут виментина приводит к некоторому умень-
шению размера ФК, хотя это нарушение просле-
живается только на уровне тенденции, поскольку 
уменьшение средних размеров и количества ФК по 
сравнению с контрольными клетками REF52 было 
статистически недостоверно. Наибольшие отли-
чия наблюдались в культуре REF117, в которой 
ВПФ присутствовали, но в виде коротких частиц, 
не собирающихся в зрелые филаменты. Контактов 
в этих клетках было мало, и их размеры были су-
щественно редуцированы.

Связь виментина и ФК была показана очень 
давно [44]. В недавних работах было показано, что 
ВПФ разной степени полимеризации ассоцииро-
ваны с разными ФК [37]. Так, более длинные ВПФ 
были ассоциированы со зрелыми ФК, тогда как ко-
роткие фрагменты виментина находились вблизи 
мелких фокальных комплексов. Более того, авторы 
показали, что короткие фрагменты виментина сти-
мулируют уменьшение размеров ФК. Роль ВПФ в ре-
гуляции динамики ФК у фибробластов была также 
хорошо продемонстрирована в недавней работе, где 
было показано, что виментин регулирует стабиль-
ность, размер и ориентацию ФК [50]. В частности, 
авторы показали, что в клетках, лишённых вимен-
тина, скорость разборки ФК значительно выше, чем 
в контроле, что приводило к общему уменьшению 
размеров ФК. Эти данные совпадают с полученны-
ми нами результатами. Статистически достоверное 
уменьшение размера и количества ФК, отмеченное 
нами у клеток REF117 с ВПФ в виде коротких фила-
ментов, может быть вызвано, например, активаци-
ей сигналинга малой ГТФазы Rac, которая стимули-
руется короткими незрелыми ВПФ [37, 49].

Мы показали, что изменение числа и разме-
ров ФК, вызванное изменением системы ВПФ, кор-
релирует со способностью фибробластов к образо-
ванию мембранных блебов. Такая ассоциация ФК 
и мембранного блеббинга была отмечена и рань-
ше: клетки фибросаркомы НТ1080, культивируе-
мые на малоадгезивном субстрате, формировали 

блебы [19], быстрые переходы между амебоидным 
и мезенхимальным движением были показаны 
для клеток карциносаркомы Уокера 256 при пере-
ходе с адгезивного на неадгезивный субстрат [51], 
а также для клеток, мигрирующих в трёхмерном 
субстрате в условиях ограниченного пространства 
на субстратах с различной адгезивностью [16].

Каким образом наличие и размеры ФК могут 
определять способность клеток к формированию 
блебов, остаётся неясным. Недавно на примере 
подоцитов было показано, что нарушения в обра-
зовании фокальных адгезий могут приводить к на-
рушениям структуры актинового кортекса и вызы-
вать блеббинг [52]. При этом в данной работе было 
показано, что такие нарушения не обязательно 
связаны с возрастанием сократимости акто-мио-
зина, что согласуется с нашими результатами (см. 
выше). То, что причиной блеббинга могут быть 
нарушения целостности подмембранного актино-
вого кортекса, показано ранее несколькими авто-
рами  [17], причём такие нарушения могут быть 
вызваны не только внешними воздействиями, но 
также являться следствием особенностей строения 
актинового цитоскелета. Примером может слу-
жить ассоциация блеббинга с наличием филопо-
дий, объясняющаяся неравномерностями строения 
актинового кортекса в основании филоподии [19]. 
Вероятно, нарушения системы фокальных адгезий 
вносят существенный вклад в целостность и орга-
низацию актинового кортекса, что, в свою очередь, 
влияет на способность клеток формировать мем-
бранные блебы.

Таким образом, наличие и организация систе-
мы промежуточных филаментов в фибробластах, 
в частности степень их сборки, является важным 
фактором, определяющим внутреннюю способ-
ность клеток формировать мембранные блебы. 
При этом важным фактором такой регуляции яв-
ляются изменения в системе адгезионных струк-
тур клетка-матрикс под влиянием ВПФ. В нашей 
работе мы проверили, как внесённые мутации 
(нокаут виментина или нарушение сборки полно-
ценных филаментов) влияют на основные извест-
ные факторы, стимулирующие блеббинг, такие как 
распределение микротрубочек, увеличение сокра-
тимости клетки, изменение формирования адгези-
онных контактов. Вместе с тем нельзя полностью 
исключить, что сама процедура внесения этих му-
таций (CRISPR/Cas9) ведёт к появлению каких-либо 
не учтённых нами изменений, в свою очередь, 
способствующих появлению блебов. Выяснение 
этих вопросов требует дальнейших исследований.

Анализ формирования протрузий и подвиж-
ности фибробластов с разной организацией ВПФ в 
трёхмерном коллагеновом геле показал, что орга-
низация системы ВПФ имеет существенное значе-
ние в определении характера миграции клеток. 
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Среди исследуемых нами культур клетки REF52 
образовывали филоподии, типичные для фибро-
бластов в трёхмерном геле, REF–/– образовывали в 
основном блебы, но в отсутствии дополнительных 
стимулов миграция этих клеток была ограничена. 
Только клетки REF117 мигрировали эффективно и 
направленно, причём эта миграция осуществля-
лась за счёт образования специфического выроста, 
часто имеющего небольшие латеральные блебы 
по краям и напоминающего лобоподию  [1, 53].  
Подобное движение было ранее описано у первич-
ных фибробластов в специфическом 3D-матриксе, 
полученном из дермиса млекопитающих или син-
тезированном клетками в течение длительного 
инкубирования. Авторы приходят к выводу, что 
такой тип миграции происходит в случае отсут-
ствия поляризации в распределении регуляторных 
молекул Rac1, Cdc42 и PIP3 и определяется внеш-
ней организацией внеклеточного матрикса  [45].  
В нашем случае, поскольку условия миграции кле-
ток были одинаковыми, а различия заключались 
в организации ВПФ, было ясно продемонстрирова-
но, что не только наличие или отсутствие ВПФ, но 
и их организация имеет существенное значение, 
детерминирующее тип протрузий, образованных 

клетками и определяющих характер их мигра-
ции и миграционную пластичность. Мы впервые 
показали, что ВПФ могут регулировать тип обра-
зующихся протрузий и разные типы миграции 
не только у трансформированных клеток, но и у 
нормальных фибробластов. Исследование меха-
низмов, определяющих пластичность клеточной 
миграции, важно для определения причин нару-
шения характера и эффективности миграции, воз-
никающих при различных патологиях.
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THE IMPAIRMENT OF THE ASSEMBLY  
OF VIMENTIN FILAMENTS LEADS TO SUPPRESSION  

OF THE FORMATION AND MATURATION OF FOCAL CONTACTS  
AND AN ALTERATION OF THE TYPE OF CELLULAR PROTRUSIONS

A. O. Zholudeva1, N. S. Potapov2, E. A. Kozlova2,  
M. E. Lomakina1, and A. Y. Alexandrova1*

1 Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of the Russian Federation, 
115478 Moscow, Russia; e-mail: tonya_alex@yahoo.com

2 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia

Cell migration is largely determined by the type of protrusions formed by the cell. Mesenchymal migra-
tion is accomplished by the formation of lamellipodia and/or filopodia, and membrane blebs lay at the 
basis of amoeboid migration. Changing the conditions of migration can lead to an alteration of the char-
acter of cell movement, for example, inhibition of Arp2/3-dependent actin polymerization by the CK-666 
inhibitor leads to transition from mesenchymal to amoeboid motility type. The ability of cells to switch 
from one type of motility to another is called migration plasticity. The cellular mechanisms regulating mi-
gratory plasticity are poorly understood. One of the factors determining the possibility of migratory plas-
ticity may be the presence and/or organization of vimentin intermediate filaments (VIFs). To investigate 
whether the organization of the VIF network affects the ability of fibroblasts to form membrane blebs, we 
used rat embryonic fibroblasts REF52 with normal VIF organization, with VIF knockout (REF–/–) and with 
a mutation inhibiting the assembly of full-length VIFs (REF117). Blebs formation was induced by treat-
ment of cells with CK-666. Vimentin knockout did not lead to statistically significant increase of number 
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of cells with blebs. In fibroblasts with short fragments of vimentin the number of cells forming blebs both 
spontaneously and in presence of CK-666 increased significantly. Disruption of the VIF organization did 
not lead to the significant changes in microtubules network or myosin light chain phosphorylation, but 
caused a significant reduction of the focal contact system. The most pronounced and statistically signifi-
cant decrease in both the size and number of focal adhesions were observed in REF117. We believe that 
the regulation of membrane blebbing by VIFs is mediated by their effect on the focal adhesion system. 
Analysis of migration of fibroblasts with different organization of VIFs in a three-dimensional collagen 
gel showed that the organization of VIFs determines the type of cell protrusions, which in turn deter-
mines the character of cell movement. A novel role of VIF as a regulator of membrane blebbing, essential 
for the manifestation of migratory plasticity, is shown.

Keywords: vimentin intermediate filaments, filopodium, bleb, focal contacts, actin cortex


	БХ890100 Обложка
	БХ890100 Содержание
	БХ890101 Павлова
	БХ890102 Гусева
	БХ890103 Гарафутдинов
	БХ890104 Габдулхакова
	БХ890105 Лобанова
	БХ890106 Текин
	БХ890107 Кочурова
	БХ890108 Кучер
	БХ890109 Жигалова
	БХ890110 Шатилов
	БХ890111 Жолудева

