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B-Лимфоциты играют важную роль в регуляции иммунного ответа как в норме, так и при патологи-
ческих состояниях. Традиционно основной функцией В-лимфоцитов считалась продукция антител 
и презентация антигенов, однако за последние десятилетия было обнаружено несколько субпопу-
ляций регуляторных В-лимфоцитов (Bregs), поддерживающих иммунологическую толерантность 
и предотвращающих избыточную активацию иммунной системы. В контексте изучения роли таких 
В-клеток в различных патологиях человека обычно рассматривают субпопуляции регуляторных 
В-клеток памяти (mBregs, CD19+CD24hiCD27+) и транзиторных Bregs (tBregs, CD19+CD24hiCD38hi), 
однако механизмы, за счет которых эти субпопуляции Bregs осуществляют иммуносупрессивную 
активность, остаются недостаточно изученными. В данной работе с помощью биоинформатическо-
го анализа открытых данных РНК-секвенирования были предложены потенциальные механизмы 
реализации иммуносупрессии каждой из субпопуляций регуляторных В-клеток. Анализ дифферен-
циальной экспрессии генов до и после активации данных субпопуляций позволил идентифициро-
вать 6 кандидатных молекул, которые могут определять функциональность mBregs и tBregs. IL4I1-, 
SIRPA- и SLAMF7-зависимые механизмы иммуносупрессии могут быть свойственны обеим субпо-
пуляциям Bregs, а NID1-, CST7- и ADORA2B-зависимые механизмы могут быть характерны, пре-
имущественно, для  tBregs. Глубокое понимание молекулярных механизмов противовоспалитель-
ного иммунного ответа В-лимфоцитов является важной задачей как фундаментальной науки, так и 
прикладной медицины и может способствовать внедрению новых подходов к терапии комплексных 
заболеваний.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: регуляторные В-клетки, иммуносупрессия, противовоспалительные молекулы, 
регуляция иммунного ответа.

DOI: 10.31857/S0320972523010013, EDN: PAZXJS

Принятые сокращения: ADO  – аденозин; Bregs  – регуляторные В-лимфоциты; mBregs  – регуляторные B-клетки 
памяти; tBregs – транзиторные регуляторные В-клетки; iNKT – инвариантные естественные киллерные Т-клетки; NK – 
естественные киллеры; SLAMF7 – 7-й член семейства сигнальных молекул активации лимфоцитов; TCR – T-клеточный 
рецептор; Tregs – регуляторные Т-лимфоциты.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Впервые иммуносупрессивные свойства 
B-клеток были показаны на модели отложен-
ной гиперчувствительности почти полвека на-
зад  [1]. Однако, поскольку молекулярные ме-
ханизмы функционирования таких B-клеток 

были неизвестны, то концепция противовос-
палительных B-лимфоцитов не была широко 
принята научным сообществом. Сам термин 
«регуляторные B-клетки» (Bregs) возник отно-
сительно недавно после публикации данных 
об иммуносупрессивной роли B-лимфоцитов в 
воспалительных заболеваниях кишечника  [2]. 
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Регуляторные B-клетки могут дифференци-
ально регулировать патогенез различных за-
болеваний: с одной стороны, показана их про-
тективная роль при аутоиммунных патологиях 
(ревматоидный артрит, псориаз, рассеянный 
склероз, диабет типа I, синдром Шегрена, си-
стемная красная волчанка), аллергии, миокар-
дите и реакции «трансплантат против хозяи-
на», с другой стороны, Bregs могут усугубить 
течение бактериальных и вирусных инфекций, 
а также онкологических заболеваний  [3–5]. 
Кроме того, известна способность некоторых 
субпопуляций B-регуляторных клеток по-
давлять эффекторные T-лимфоциты и есте-
ственные киллеры (NK) в опухолевом микро-

окружении, что облегчает ускользание опухоли 
от иммунного ответа [6, 7].

Наиболее известным механизмом иммуно-
супрессии, осуществляемой В-регуляторными 
клетками, является продукция противовоспа-
лительного цитокина  IL10. Не так давно был 
описан репертуар молекулярных механизмов 
В-клеточной иммуносупрессии. Среди моле-
кул, определяющих функциональность  Bregs, 
есть как растворимые факторы, так и мем-
бранные молекулы (см. таблицу) [8–13].

В литературе встречаются лишь единичные 
сравнительные исследования механизмов им-
муносупрессии основных субпопуляций регуля-
торных В-клеток периферической крови чело-

Наиболее известные молекулы регуляторных В-лимфоцитов, опосредующие иммуносупрессию

Класс Название Роль

Растворимые 
факторы

IL10 IL10, IL35 и TGFβ – противовоспалительные цитокины, которые подавляют 
иммунный ответ [14]; их действие опосредовано механизмами, включающими 
как врожденные, так и адаптивные ветви иммунитета; такие механизмы вклю-
чают ингибирование выработки провоспалительных цитокинов в иммунных 
клетках, снижение экспрессии одного из главных комплексов гистосовмести-
мости, MHC-II, и ограничение экспрессии костимулирующих молекул [15]; 
эти цитокины продуцируются клетками с регуляторным фенотипом (такими 
как Tregs и Bregs) и способствуют индукции и поддержанию пула регуляторных 
клеток в целом

IL35

TGFβ

GrB
сериновая протеаза, индуцирующая апоптоз при проникновении в клетку 
за счет перфорин-опосредованного порообразования [16]; существуют сведения 
о том, что GrB способствует деградации ζ-цепей T-клеточного рецептора (TCR) 
CD4+ T-клеток [17]

Мембранные 
молекулы

PD-L1
является лигандом для PD-1, который экспрессируется на поверхности Т-клеток; 
такое связывание приводит к инактивации эффекторных клеток и приобретению 
ими регуляторного фенотипа [18]

CD1d

CD1d является MHC-I-подобной липид-презентирующей молекулой, кото-
рая опосредует взаимодействие с инвариантными естественными киллерными 
Т-клетками (iNKT), экспрессирующими CD1d-рестриктированный TCR; презен-
тация CD1d-липидов В-клетками необходима для активации иммунных клеток 
и выполнения эффекторной функции в iNKT-клетках; индукция супрессивных 
iNKT-клеток является способом повышения иммунной толерантности для 
борьбы с аутоиммунными заболеваниями за счет опосредованной iNKT-клетками 
регуляции патогенных Т-хелперных клеток [19]

FasL FasL индуцирует апоптоз при связывании с Fas, экспрессируемым на эффектор-
ных Т-клетках, а также других иммуноцитах и неиммунных клетках [20]

TIM-1 естественным лигандом для TIM-1 является фосфатидилсерин, который обычно 
находится на поверхности апоптотических клеток [21]

CD39 и 
CD73

CD39 (NTPDase1) – эктонуклеозидтрифосфат-дифосфогидролаза, гидролизую-
щая ATP до AMP, который может быть преобразован в аденозин (ADO) мо-
лекулой CD73 (экто-5′-нуклеотидаза); ADO принимает участие в индукции 
иммуносупрессивного ответа, так как он усиливает противовоспалительную 
функцию регуляторных Т-лимфоцитов (Tregs) и подавляет эффекторные ответы 
T-клеток [22]; избыток ADO при мутациях в гене аденозиндезаминазы приво-
дит к тяжелому иммунодефициту [23]; CD39 широко представлен на B-клетках, 
но высокая экспрессия CD39 в комбинации с CD73 специфичны для B-клеток 
с иммуносупрессивной активностью [4]
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века – CD24hiCD27+ и CD24hiCD38hi Bregs [24]. 
Надо иметь в виду, что эти субпопуляции 
скорее обогащены регуляторными В-клетка-
ми, чем полностью являются регуляторными, 
поскольку четкое фенотипическое разделе-
ние Bregs на субпопуляции является предме-
том дискуссии [25, 26]. Обычно субпопуляцию 
лимфоцитов CD19+CD24hiCD27+ рассматри-
вают в качестве регуляторных В-клеток памя-
ти  (mBregs), а CD19+CD24hiCD38hi клетки  – 
как транзиторные tBregs [4, 27, 28].

Определение возможных механизмов реа-
лизации иммуносупрессии представляет осо-
бый интерес, поскольку разные субпопуля-
ции  Bregs могут вносить дифференциальный 
вклад в патогенез различных заболеваний: так, 
показано преимущественное участие tBregs в 
прогрессии инвазивной карциномы молочной 
железы и рака желудка  [29, 30], в то же время 
при системной красной волчанке и аллерги-
ческом рините наиболее выражено нарушение 
функционирования mBregs  [31, 32]. Понима-
ние основных молекулярных механизмов им-
муносупрессии субпопуляциями  Bregs может 
способствовать развитию подходов по тонкой 
настройке их противовоспалительной актив-
ности, что в случае онкологических заболе-
ваний позволит преодолеть нежелательные 
эффекты, связанные с иммуносупрессией, а в 
случае аллергии и аутоиммунных заболевани-
ях – усилить активность Bregs.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Поиск данных РНК-секвенирования, оценка 
их качества и количественное определение чтений. 
Поиск данных РНК-секвенирования регуля-
торных В-клеток происходил с помощью обще-
доступного открытого геномного репозитория 
NCBI Gene Expression Omnibus (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Для дальнейшего ана-
лиза был использован набор данных GSE151415 
в формате FASTQ, полученный в работе Hasan 
et  al.  [33] путем РНК-секвенирования (плат-
форма Illumina NextSeq  500) В-лимфоцитов, 
выделенных из периферической крови 6  здо-
ровых доноров. Нами были проанализирова-
ны сиквенсы из P1 (CD19+CD24hiCD38hiIgD+) 
субпопуляции, а также объединенные 
сиквенсы из  P2  (CD19+CD27+CD39hiIgD+) 
и P4 (CD19+CD27+CD39hiIgD–) субпопуляций 
В-клеток до и после 16-часовой активации с 
помощью  CpG. Для оценки качества образ-
цов использовалась программа MultiQC  [34], 
которая производит анализ качества данных 
секвенирования и составляет отчет о них в 

формате HTML. Внутри себя MultiQC исполь-
зует такие инструменты, как Subread feature-
Counts  [35], STAR (универсальный выравни-
ватель РНК-секвенирования)  [36], Cutadapt 
(находит и удаляет последовательности адап-
теров, праймеры, хвосты поли-А и другие типы 
нежелательных последовательностей из прочте-
ний) [37], а также FastQC (программа контроля 
качества для последовательностей, полученных 
в результате высокопроизводительного секве-
нирования).

Для количественного анализа результатов 
РНК-секвенирования с высокой точностью ис-
пользовалась программа Kallisto  [38], которая 
позволяет проводить псевдо-выравнивание ну-
клеотидных последовательностей. На  выходе 
Kallisto выдавал экспрессию генов в estimated 
counts (количество чтений, которые были вы-
равнены на транскрипт в каждом образце).

Анализ дифференциальной экспрессии генов 
и визуализация. Для идентификации диффе-
ренциально экспрессируемых транскриптов 
внутри образцов нестимулированных и ак-
тивированных tBregs  (P1) и mBregs  (P2  +  P4) 
субпопуляций была использована программа 
edgeR (программный пакет Bioconductor) [39]. 
Дифференциальная экспрессия оценива-
лась для каждого гена с использованием 
точного теста, аналогичного точному тесту 
Фишера, но адаптированного для сверхдис-
персных данных. Для подсчета дифференци-
альной экспрессии применялся log2FC. FC (fold 
change) – это мера, показывающая изменение 
величины между значениями, она определя-
ется как отношение между двумя величинами 
(в нашем случае – экспрессия каждого гена до 
и после активации). Лога рифм использовался 
для упрощения интерпретации результатов. 
Для анализа отбирались гены, разница диффе-
ренциальной экспрессии которых имела зна-
чение p < 0,05.

Тепловая карта была построена с помощью 
функции heatmap из пакета seaborn (библиоте-
ка визуализации данных Python; https://seaborn.
pydata.org/generated/seaborn.heatmap.html) [40].

Анализ обогащения функциональных групп 
генов (enrichment analysis). Для идентификации 
биологических процессов, в которые вовле-
чены наиболее дифференциально экспресси-
руемые гены после активации  Bregs была ис-
пользована интегральная онлайн-платформа 
metascape.org  [41], с помощью которой так-
же были получены –log10(P) значения обога-
щения групп генов, позволяющие судить о 
достоверности такого обогащения. Для ан-
нотации генов данная платформа, используя 
словарь генной онтологии (Gene Ontology, GO), 
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присваивала каждому гену термин GO (GO term) 
на основании трех переменных: специфиче-
ской молекулярной функции, клеточной лока-
лизации и участия в комплексных биологиче-
ских процессах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для исследования потенциальных механиз-
мов реализации иммуносупрессии каждой 
из субпопуляций регуляторных В-клеток мы 

провели биоинформатический анализ дан-
ных РНК-секвенирования из работы Hasan 
et  al.  [33]. В  этой статье было выделено не-
сколько субпопуляций В-клеток, из которых 
субпопуляция CD19+CD24hiCD38hiIgD+  (P1) 
соответствовала  tBregs, а субпопуляции CD19+

CD27+CD39hiIgD+  (P2) и CD19+CD27+CD39hi

IgD–  (P4) были объединены в  mBregs. Субпо-
пуляции Р2 и Р4 отличаются лишь по экспрес-
сии  IgD, т.е.  являются клетками памяти с не-
переключенным и переключенным изотипом 
соответственно. В рамках нашей работы статус 

Рис. 1. Дифференциально экспрессируемые после активации mBregs и tBregs гены (p < 0,05) кластеризуются в иммуно-
логически релевантные группы по данным интегральной платформы metascape.org. Каждый круг представляет собой 
термин GO, причем его размер пропорционален количеству распределенных в него генов, а цвет идентифицирует клас-
терную принадлежность (а). Наиболее обогащенные ключевые функциональные кластеры групп генов, ранжирован-
ные согласно –log10(P) значениям обогащения групп генов (б)
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экспрессии  IgD не имеет функционального 
значения, поэтому сиквенсы были объедине-
ны. Данные в формате FASTQ мы использова-
ли для расчета дифференциальных экспрессий 
при помощи пакета  edgeR. Чтобы определить 
биологические процессы, в которые вовлечены 
1000 наиболее дифференциально экспресси-
руемых генов после активации каждой из изу-
чаемых субпопуляций  Bregs, мы провели ана-
лиз обогащения функциональных групп генов 
(enrichment analysis). В  результате было выяв-
лено большое число таких генов в группах, свя-
занных с межклеточными контактами и цито-
киновым сигналингом (рис. 1). Это согласуется 
с основными механизмами реализации имму-
носупрессии Bregs.

Далее в результате дополнительного ана-
лиза существующих литературных данных из 
объединенного списка наиболее дифферен-
циально экспрессируемых генов (с достоверно 
увеличивающейся или уменьшающейся экс-
прессией) были отобраны 12  генов, кодирую-
щих молекулы, потенциально задействован-
ные в реализации иммуносупрессии. Продукты 
экспрессии отобранных генов представляли 
собой как цитокины (IL10, IL4I1, TGFβ, IL35, 
IL27 и  др.), так и мембранные молекулы 
(PD-L1, NID1 и  др.). Отбор кандидатных ге-
нов производился на основании существую-
щих литературных данных с  использованием 
следующих критериев: 1) способность молеку-
лы подавлять активность клеток-эффекторов; 
2) способность молекулы индуцировать приоб-
ретение супрессорного фенотипа окружающи-
ми клетками; 3) высокая экспрессия молекулы 
раковыми клетками и/или опухоль-ассоции-
рованными клетками. Затем была построена 
тепловая карта дифференциальной экспрес-
сии выбранных генов в субпопуляциях mBregs 
и tBregs с помощью функции heatmap из пакета 
seaborn (рис. 2).

Анализ дифференциальной экспрессии 
генов до и после активации позволил иденти-
фицировать кандидатные молекулы, которые 
могут определять функциональность mBregs 
и  tBregs: как ранее известные PD-L1, EBI3, 
IL2RA, TIGIT, IL10, IL27, так и на данный 
момент не охарактеризованные в контексте 
Bregs  –  ADORA2B, CST7, SIRPA, SLAMF7, 
NID1, IL4I1. Далее мы предположили несколь-
ко вариантов возможного участия выбранных 
молекул в реализации иммуносупрессивной 
функции  Bregs на основании имеющейся ин-
формации об их функциональности (рис 3).

SLAMF7 является трансмембранным гли-
копротеином из семейства сигнальных лимфо-
цитарных молекул активации и экспрессиру-

ется макрофагами, Т- и NK-клетками, а также 
на высоком уровне представлен на поверхно-
сти опухолей В-клеточного происхождения, в 
частности при множественной миеломе, где 
представляет собой перспективную терапев-
тическую мишень  [42]. O’Connell  et  al.  [43] 
показали, что в экспериментах ex  vivo взаи-
модействия SLAMF7–SLAMF7 между опу-
холь-ассоциированными макрофагами и CD8+ 
Т-клетками индуцировали экспрессию инги-
биторных рецепторов Т-клетками, а также спо-
собствовали приобретению ими истощенного 
фенотипа. Также они обнаружили, что мыши, 
нокаутные по SLAMF7, менее восприимчивы 
к экспериментальной пересаживаемой мела-
номе. Анализ дифференциальной экспрессии 
генов показывает, что SLAMF7 на высоком 
уровне представлен в активированных регуля-
торных В-клетках, особенно в субпопуляции 
tBregs (рис. 2). Согласно нашей гипотезе, Bregs 
могут реализовывать свою иммуносупрессив-
ную активность за счет образования контактов 
SLAMF7–SLAMF7 с эффекторными клетками, 
инактивируя их, а также с опухолевыми клет-
ками, способствуя их пролиферации (рис. 3).

Рис. 2. Тепловая карта log2FC значений дифференциаль-
ной экспрессии отобранных кандидатных генов в суб-
популяциях mBregs и  tBregs. Положительные значения 
log2FC свидетельствуют о повышении уровня экспрессии 
соответствующего гена после активации клеток. Цветовая 
шкала указывает на уровень экспрессии гена от  низко-
го (темный) до высокого (светлый)
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Рис. 3. Новые потенциальные механизмы функционирования регуляторных В-клеток

Также существуют сведения о том, что клет-
ки множественной миеломы способны про-
изводить растворимый SLAMF7  (sSLAMF7), 
повышенные концентрации которого обнару-
живаются в сыворотке больных [44,  45]. Мы 
предполагаем, что Bregs также могут осущест-
влять иммуносупрессию и способствовать 
пролиферации опухолевых клеток не только за 
счет мембранных взаимодействий SLAMF7–
SLAMF7, но и при помощи продукции раство-
римой формы sSLAMF7.

IL4I1 является IL4-индуцируемой окси-
дазой аминокислот и может катаболизировать 
фенилаланин до перекиси водорода, которая 
вызывает деградацию ζ-цепей  TCR и инду-
цирует апоптоз Т-клеток  [46]. В  то же время 
особым действием этот фермент обладает по 
отношению к наивным Т-клеткам: он спо-
собствует их дифференцировке в  Tregs  [47]. 
Boulland et al. [48] показали, что IL4I1 оказыва-
ет антипролиферативное действие на Т-клетки, 
причем в качестве клеток-продуцентов IL4I1 
изучали дендритные клетки, которые способ-
ны образовывать иммунологический синапс с 
Т-клетками в ходе презентации антигена. Ранее 
также было показано, что макрофаги, экспрес-
сирующие IL4I1, аутокринно воздействуют 
сами на себя, приобретая М2-фенотип  [49], 
также известно, что этот фермент произво-
дится В-клетками под воздействием  IL4  [50]. 
Результаты нашего анализа показывают, что 

экспрессия  IL4I1 значительно возрастает в 
обеих субпопуляциях после активации (рис. 2). 
Мы предполагаем, что при воспалительных ре-
акциях Bregs также способны продуцировать 
IL4I1, что может привести к H2O2-зависимому 
подавлению функции эффекторных клеток и 
образованию Tregs и M2-макрофагов (рис. 3).

Цистатин F, кодируемый геном  CST7, яв-
ляется ингибитором цистеиновых пептидаз, в 
частности, катепсинов  С и  H, активирующих 
гранзимы, и катепсина  L  – активатора пер-
форина  [51], т.е.  является естественным регу-
лятором активности цитотоксических лим-
фоцитов  [52]. Prunk  et  al.  [53] доказали, что 
повышенный уровень цистатина  F коррели-
рует с пониженной цитотоксической актив-
ностью клеток-эффекторов. В  другой работе 
было выдвинуто предположение, что супрессия 
катепсина С цистатином F может представлять 
собой новый механизм противовоспалитель-
ного действия нейтрофилов  [54]. Интересно, 
что по результатам анализа дифференциаль-
ной экспрессии генов транскрипция CST7 зна-
чительно усиливается после активации tBregs, 
но понижается после активации субпопуляции 
mBregs  (рис.  2). Мы предполагаем, что секре-
тируемый tBregs цистатин  F способен также 
ингибировать ферменты, вовлеченные в ак-
тивацию гранзимов и перфоринов, тем самым 
подавляя цитотоксическую активность лим-
фоцитов (рис. 3).
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NID1 является лигандом рецептора NKp44, 
экспрессируемого NK-лимфоцитами, причем 
взаимодействие этого активирующего рецеп-
тора с секретируемой формой NID1 приводит 
к нарушению продукции провоспалительных 
цитокинов, в частности  IFNγ, естественными 
киллерами  [55]. В  ходе анализа дифференци-
альной экспрессии генов оказалось, что уро-
вень транскрипции NID1 существенно воз-
растает после активации tBregs, но не mBregs 
(рис.  2). Мы предполагаем, что субпопуляция 
tBregs может оказывать супрессивное воздей-
ствие на NK-лимфоциты в том числе и пу-
тем NID1-зависимой активации их рецептора 
NKp44 (рис. 3).

SIRPA является ингибиторным рецептором, 
взаимодействующим с CD47. Такое взаимодей-
ствие блокирует фагоцитоз за счет нарушения 
интегринового сигналинга в макрофагах  [56]. 
Известно, что субпопуляция SIRPA+-макро-
фагов оказывала супрессивное воздействие на 
функциональность Т-лимфоцитов. Кроме того, 
было показано, что клетки CD14+SIRPA+ по-
давляют пролиферативные способности  CD3+, 
CD4+ и CD8+ Т-клеток in  vitro, в то время как 
SIRPA–-макрофаги не влияли на скорость де-
ления Т-лимфоцитов, однако механизм дан-
ного процесса пока неизвестен  [57]. mBregs и 
tBregs после активации экспрессируют SIRPA 
на высоком уровне (рис. 2), поэтому существует 
вероятность, что эти субпопуляции Bregs спо-
собны подавлять активность Т-лимфоцитов, а 
также другие эффекторные клетки подобным 
образом (рис. 3).

ADORA2B – один из четырех рецепторов 
естественного иммуносупрессанта аденозина. 
ADORA2B активно экспрессируется на опухо-
левых клетках  [58]. Bregs экспрессируют CD39 
и CD73, которые в результате последовательных 
реакций метаболизируют ATP в ADO [12]. Взаи-
модействие ADO–ADORA2B запускает внутри-
клеточные сигнальные каскады, приводящие 
к подавлению иммунного ответа путем повы-
шения экспрессии хемокинов, привлекающих 
клетки-супрессоры в опухолевое микроокру-
жение  [59] или продукции  IL10 клетками опу-
холевого микроокружения  [60]. Согласно про-
веденному анализу, ADORA2B-опосредованная 
иммуносупрессия наиболее характерна для 

субпопуляции tBregs (рис. 2). Мы полагаем, что 
Bregs, экспрессирующие рецептор  ADORA2B, 
могут в ходе аденозин-зависимой активации 
продуцировать противовоспалительный цито-
кин  IL10 и хемокины, тем самым привлекая к 
месту воспаления дополнительные регулятор-
ные клетки иммунной системы и повышая уро-
вень иммуносупрессии (рис. 3).

В представленном исследовании были 
выдвинуты гипотезы о возможном существо-
вании новых, ранее не исследованных меха-
низмов иммуносупрессии, осуществляемых 
основными субпопуляциями регуляторных 
В-клеток периферической крови человека. 
В  ходе последовательного анализа откры-
тых транскриптомных данных было отобрано 
6  кандидатных генов, которые могут опреде-
лять иммуносупрессивную активность субпо-
пуляций mBregs и  tBregs. Причем IL4I1-, 
SIRPA- и SLAMF7-зависимые механизмы им-
муносупрессии могут быть свойственны для 
обеих субпопуляций Bregs, а CST7-, NID1- и 
ADORA2B-зависимые механизмы могут быть 
характерны, преимущественно, для субпопу-
ляции  tBregs. Для подтверждения предложен-
ных гипотез планируется экспериментальная 
верификация роли отобранных кандидатных 
молекул в релевантных клеточных системах.
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B lymphocytes play an important role in the regulation of immune response in both normal and pathological 
conditions. Traditionally, the main functions of B cells were considered to be antibody production and 
antigen presentation, but in recent decades there have been discovered several subpopulations of regulatory 
B  lymphocytes (Bregs) which maintain immunological tolerance and prevent overactivation of the 
immune system. Memory (mBregs, CD19+CD24hiCD27+) and transitional (tBregs, CD19+CD24hiCD38hi) 
subpopulations of Bregs are usually considered in the context of studying the role of these B cells in 
various human pathologies. However, the mechanisms by which these Breg subpopulations exert their 
immunosuppressive activity remain poorly understood. In this work, we used bioinformatic analysis of 
open-source RNA sequencing data to propose potential mechanisms of B cell immunosuppression. Analysis 
of differential gene expression before and after activation of these subpopulations allowed us to identify 
six candidate molecules that may determine the functionality of mBregs and tBregs. IL4I1-, SIRPA-, 
and SLAMF7-dependent mechanisms of immunosuppression may be characteristic of both Breg subsets, 
while NID1-, CST7-, and ADORA2B-dependent mechanisms may be predominantly characteristic of 
tBregs. An in-depth understanding of the molecular mechanisms of anti-inf lammatory immune response 
of B lymphocytes is an important task for both basic science and applied medicine and can facilitate the 
introduction of new approaches to the therapy of complex diseases.

Keywords: regulatory B cells, immunosuppression, anti-inflammatory molecules, immune response regulation
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Программа эпителиально-мезенхимального перехода  (ЭМП) используется опухолевыми клетками 
при активации инвазионно-метастатического каскада. С помощью конфокальной и видеомикроско-
пии нами изучены изменения цитоскелетных структур клеток линии рака молочной железы MCF-7 
в ходе ЭМП при активации транскрипционного фактора Snail1. В работе была использована линия 
клеток MCF-7, стабильно экспрессирующих tetOff-регулируемую конструкцию SNAI1 (MCF-7-
SNAI1). При отмывке от тетрациклина и активации Snail1 клетки MCF-7-SNAI1 вступали в ЭМП 
и приобретали миграционный фенотип, сохраняя при этом экспрессию Е-кадхерина. Мы выделили 
пять вариантов мезенхимального фенотипа, различающихся по морфологии клеток и скорости ми-
грации. Мигрирующие клетки обладали выраженной пластичностью и были способны быстро из-
менять как фенотип, так и скорость движения. Как показала иммунофлуоресцентная микроскопия, 
в основе изменений фенотипа клеток MCF-7-SNAI1 при ЭМП лежат Arp2/3-зависимая полимериза-
ция актиновой сети в ламеллиподиях на ведущем крае, активация контрактильности миозина в зоне 
за ядром, перераспределение белков межклеточной адгезии из зон межклеточного взаимодействия 
на ведущий край и реорганизация сети промежуточных кератиновых филаментов.
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Принятые сокращения: ЭМП  –  эпителиально-мезен-
химальный переход; АК  –  межклеточные адгезионные 
контакты.
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ВВЕДЕНИЕ

Эпителиально-мезенхимальный переход 
(ЭМП), в результате которого эпителиальные 
клетки приобретают мезенхимальный фенотип 
и способность к миграции, играет важную роль 
в эмбриональном развитии  [1]. Опухолевые 
клетки используют программу ЭМП для ини-
циации инвазионно-метастатического каска-
да  [2]. В  опухолях активация ЭМП связана с 
дерегуляцией или активацией сигнальных пу-
тей (EGF, HGF, Wnt, TGF-β, IGF, Notch-сиг-
налингом) в результате мутаций генов ре-
цепторов и других компонентов сигнальных 
путей; сигналами от матрикса и от клеток опу-

холевого микроокружения; гипоксией  [3–5]. 
Одним из признаков  ЭМП является оверэкс-
прессия транскрипционных факторов ЭМП из 
семейств Snail, Twist, Zeb, которые подавляют 
экспрессию эпителиальных генов и активиру-
ют экспрессию мезенхимальных генов  [6, 7]. 
Во  многих случаях опухолевые клетки, всту-
пая в  ЭМП, переходят в гибридное эпители-
ально-мезенхимальное состояние. Такое со-
стояние не является стационарным, позволяя 
опухолевым клеткам претерпевать дальнейшие 
изменения, а также способствует их выжива-
нию и диссеминации [8, 9].

Транскрипционный фактор Snail1, от-
носящийся к семейству  Snail, имеет четы-
ре цинковых пальца, домены  SNAG, NES и 
богатый серином SRD-домен. Основной ми-
шенью Snail1 является ген  CDH1, продукт ко-
торого  –  белок межклеточных адгезионных 
контактов  (АК) Е-кадхерин  [10–12]. Посред-
ством цинковых пальцев Snail1 связывается с 
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Е-боксами (5′-CACCTG-3′) промоторной об-
ласти гена  CDH1, а N-концевой SNAG-домен 
взаимодействует с корепрессорными комплек-
сами, что приводит к репрессии транскрипции 
гена  CDH1 через эпигенетические модифика-
ции хроматина (метилирование и деацетили-
рование гистонов Н3 и Н4) [6, 13]. При иссле-
довании образцов рака молочной железы, рака 
желудка, рака толстой кишки и гепатокарци-
ном была показана обратная корреляция между 
уровнем экспрессии Snail1 и Е-кадхерина [14]. 
В  клетках плоскоклеточной карциномы поло-
сти рта было обнаружено также, что Snail1 мо-
жет активировать эндоцитозный путь деграда-
ции Е-кадхерина  [15]. Подавление экспрессии 
или аккумуляции Е-кадхерина на цитоплаз-
матической мембране сопровождается разру-
шением АК, что приводит к ослаблению связи 
опухолевой клетки с соседними клетками, ак-
тивирует миграцию, инвазию и метастазиро-
вание  [10, 11]. Наряду с Е-кадхерином, Snail1 
подавляет также экспрессию других эпители-
альных маркеров, таких как белки клеточной 
полярности Crumbs3, Pals1, Patj, белки плотных 
контактов окклюдин и клаудины, белки десмо-
сом десмоплакин и плакофилин, цитокератины 
17, 18, 19, 20, интегрины α6, β4 [10, 11, 16–20]. 
Snail1  рекрутирует коактиваторы к промото-
рам мезенхимальных генов, и тем самым инду-
цирует экспрессию виментина, N-кадхерина, 
металлопротеиназ MT1-MMP, MMP  1, 2,  7, 
интегринов  α2, β1,  β3, коллагена, фибронек-
тина, клаудина  11, что может стимулировать 
миграцию опухолевых клеток [11, 21–23]. В те-
стах in vitro показано, что экспрессия экзоген-
ного Snail1 индуцирует миграционную и инва-
зивную активность эпителиальных клеток [24]. 
Оверэкспрессия Snail1 обнаружена на инвазив-
ном фронте многих карцином [11, 25]. В опухо-
левых клетках, экспрессирующих Snail1, индук-
цию миграции связывают с активным Rac1 [21, 
26]. Также показано, что в клетках рака проста-
ты Snail1 подавлял экспрессию RKIP (Raf kinase 
inhibitor protein) – ингибитора Raf/MEK/ERK и 
NF-κB сигнальных путей, вовлеченных в акти-
вацию метастазирования  [27]. Вместе с тем до 
настоящего времени остаются практически не 
изученными изменения структур цитоскелета, 
определяющие возникновение миграционного 
фенотипа у опухолевых клеток при активации 
драйвера ЭМП – Snail1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные линии, антитела и реагенты. 
В  работе использовали линию рака молочной 

железы человека MCF-7 и ее производную 
MCF-7-SNAI1 с tetOff-регулируемой экспрес-
сией гена  SNAI1  [28]. В  работе также исполь-
зовали линию эпителия молочной железы че-
ловека MCF-10A («ATCC», США). Клеточные 
линии предоставлены проф. A. Готро.

В работе использовали первичные мы-
шиные моноклональные антитела: анти-Е-
кадхерин, клон  36 и анти-β-катенин, клон  14 
(«BD  Transduction Laboratories», США); анти-
β-актин, клон  4C2 («Merck Millipore», США); 
анти-α-тубулин, клон  DM1A; анти-винкулин, 
клон  hVin1; анти-α-актинин-1, клон  BM-75.2; 
анти-γ-тубулин, клон GTU88 («Sigma-Aldrich», 
США); анти-α-катенин, клон  15D9 («Enzo», 
США), анти-кератин-8, клон  H1  [29], кроли-
чьи поликлональные антитела: анти-p34-Arc/
ARPC2 («Upstate, Merck», Германия), анти-
фосфорилированные легкие цепи миозина 
(«Cell Signaling Technology», США), анти-Snail1 
и крысиные поликлональные антитела, анти-
Snail1 («Cell Signaling Technology»). В ка честве 
вторичных использовали антитела, конъюги-
рованные с флуорохромами AlexaFluor  488, 
AlexaFluor  594 или AlexaFluor  647 («Jackson 
ImmunoResearch», США). В  качестве вторич-
ных антител для Вестерн-блоттинга также ис-
пользовали вторичные антитела козы к иммуно-
глобулинам мыши и крысы, конъюгированные 
с пероксидазой («Jackson ImmunoResearch»). 
Также использовали флуоресцентные краси-
тели, которые добавляли вместе со вторичны-
ми антителами: Phalloidin, конъюгированный 
с  AlexaFluor  488 («Molecular Probes», США) или 
с TRITC («Fluka», США); DAPI («Sigma-Aldrich»).

Видеомикроскопия, обработка видео и кимо-
 граммы. DIC  (differential interference contrast)-
видеомикроскопию проводили на микроско-
пе Nikon Eclipse  Ti («Nikon», Япония) с ис-
пользованием объектива Plan Apo 20×/0.75 
DIC  N2 («Nikon») на разных сроках отмывки 
клеток от тетрациклина (24, 48, 72 ч). Для съем-
ки использовали 35-мм чашки со стеклянным 
дном («MatTek Corporation», США) или мече-
ные стекла («Bellco Biotechnologies», США), 
помещенные в 35-мм чашки со стеклянным 
дном («Greiner Bio-One», Австрия). Непосред-
ственно перед съемкой культуральную среду 
DMEM («Sigma-Aldrich») заменяли на DMEM/
F12 («Sigma-Aldrich»). Съемку проводили с ча-
стотой 1  кадр в  мин. С  помощью программы 
ImageJ 1.53C («NIH», США) и плагина Manual 
Tracking были определены координаты клеток 
для построения треков и анализа характера их 
перемещения. С  помощью программы  Excel 
были построены диаграммы и графики. 
Для построения кимограмм клеточного края 
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снимали видео с частотой 1 кадр в 4 с с исполь-
зованием микроскопа Nikon Eclipse  Ti с объ-
ективом Plan Apo VC 100×/1.40 Oil («Nikon»). 
С помощью программы ImageJ и плагина Multi 
Kymograph были построены кимограммы вдоль 
вектора перемещения клетки. Ширина линии 
для построения кимограммы – 1 пиксель.

Коиммунопреципитация и Вестерн-блоттинг. 
Для лизирования клеток использовали бу-
фер (50  мМ  Tris-HCl (pH  7,4), 120  мМ  NaCl, 
1 мМ EDTA, 1% NP-40, 0,025% Na-дезокси холат, 
PIC  (коктейль ингибиторов протеаз, «Roche» 
США). Для промывок использовали Wash-бу-
фер (50  мМ  Tris-HCl (pH  7,4), 120  мМ  NaCl, 
1 мМ EDTA). При проведении коиммунопреци-
питации клеточные лизаты инкубировали 20 мин 
с антителами, затем добавляли Protein-G агарозу 
(«Invitrogen», «Thermo Fisher Scientific», США) 
на  2,5  ч. Вестерн-блоттинг проводили стан-
дартным способом с помощью ячейки Bio-RAD 
(«Bio-RAD Laboratories», США): вертикальный 
электрофорез в  10%-ном  ПААГ, затем пере-
нос на мембрану HybondTM-C или HybondTM-P 
(«Amersham», Великобритания).

Флуоресцентная микроскопия, анализ флуо-
ресцентных изображений. Для флуоресцентного 
окрашивания клетки фиксировали 3,7%-ным 
параформальдегидом с последующей пермеаби-
лизацией 0,25% (w/v) Triton X-100 или 1%-ным 
параформальдегидом с дофиксацией метано-
лом. Для флуоресцентной микроскопии исполь-
зовали микроскоп Nikon Eclipse Ti с объективом 
Plan Fluor 40×/1.30 oil DIC  H/N2 («Nikon») и 
сканирующий лазерный конфокальный микро-
скоп Leica SP5 («Leica», Германия) с объективом 
PL APO HCX 63×/1.40-0.60 oil («Leica»). Для от-
слеживания конкретных фенотипов и поведе-
ния клеток непосредственно перед фиксацией 
проводили DIC-видеомикроскопию на мече-
ных стеклах, которые затем окрашивали для со-

поставления сюжетов. С  помощью программы 
ImageJ проводили измерения интенсивности 
флуоресценции  (ИФ) Snail1 в ядрах, исполь-
зуя параметр Mean Grey Value  (MGV) для ядра 
и околоядерной зоны (фона). Далее вычисляли 
ИФ по формуле:

ИФ = (MGVядра – MGVфона)/MGVфона.

Диаграммы строили в программе GraphPad 
Prism 6 («GraphPad Software», США).

Статистическая обработка данных. При ста-
тистической обработке использовали t-крите-
рий Стьюдента и h-критерий Краскела–Уоллиса 
(для объединенных выборок). Данные представ-
ляли как средние значения ± ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Целью работы было изучение миграцион-
ной активности опухолевых клеток, вступив-
ших в ЭМП при активации Snail1, анализ цито-
скелетных структур, определяющих изменения 
клеточной морфологии при прохождении ЭМП. 
В  работе была использована культура клеток 
линии рака молочной железы MCF-7, стабиль-
но экспрессирующих tetOff-регулируемую кон-
струкцию SNAI1 (MCF-7-SNAI1)  [28]. При 
наличии в культуральной среде тетрацикли-
на клетки MCF-7-SNAI1 сохраняли фенотип, 
близкий к фенотипу родительской линии MCF-
7, образовывая островки плотно сцепленных 
клеток. В  редкой культуре одиночные клетки 
MCF-7-SNAI1 имели два варианта фенотипа: 
дискоидные распластанные клетки с невысокой 
ламеллярной активностью по всему периме-
тру (М0) и неполяризованные клетки, образую-
щие дискретные протрузии (М1). Клетки обоих 
фенотипов не меняли местоположение (рис. 1).

Рис. 1. Клетки MCF-7-SNAI1 в присутствии тетрациклина (tet+, контроль), варианты фенотипов. Флажками указаны 
протрузии. DIC-видеомикроскопия. Шкала – 10 мкм
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При отмывке от тетрациклина клетки 
MCF-7-SNAI1 уже через 4 ч начинали экспрес-
сировать Snail1, а к 24 ч его содержание в клет-
ках (при определении Вестерн-блоттингом) 
выходило на плато  (рис.  2). Уровень экспрес-
сии  Snail1, анализируемый по интенсивности 
флуоресценции ядер на препаратах, окрашен-
ных специфическими антителами к Snail1, мог 
различаться значительно, в некоторых клет-
ках MCF-7-SNAI1 в среде без тетрацикли-
на Snail1 не определялся совсем. По данным 
Vetter  et  al.  [30], получивших линию MCF-7-
SNAI1, уровень экспрессии мРНК Е-кадхери-
на при активации Snail1 снижался в 3–4 раза, 
однако на уровне белка исследования не про-
водились. Вместе с тем при анализе содер-
жания Е-кадхерина в клетках MCF-7-SNAI1 
с использованием Вестерн-блоттинга мы не 
обнаружили снижения уровня его экспрессии 
при активации  Snail1 (рис.  2,  г). При анализе 
клеточных лизатов с помощью коиммунопре-
ципитации было обнаружено, что на протяже-
нии 96 ч после начала отмывки от тетрацикли-
на в клетках сохранялись белковые комплексы 
межклеточной адгезии, включающие Е-кадхе-
рин, α-катенин и β-катенин. Сохранение высо-
кого уровня экспрессии эпителиальных генов, 
в частности Е-кадхерина, и включение его в 
состав АК в клетках MCF-7, трансфицирован-
ных трансгеном SNAI1  6SA, продукт которого 

более стабилен по сравнению со SNAI1, также 
было показано недавно в работе Wee et al. [31]. 
Ранее при изучении панели из более чем 60 
опухолевых линий было обнаружено, что со-
держание Е-кадхерина в клетках не коррели-
рует с уровнем экспрессии  SNAI1, в отличие 
от транскрипционных факторов  Snail2, TCF8 
и ZFHX1B  [32]. Экспрессия Е-кадхерина в 
клетке может регулироваться на нескольких 
уровнях, включая метилирование промотора 
Е-кадхерина, регуляцию на уровне транскрип-
ции и трансляции, при этом микроРНК регу-
лируют уровень экспрессии транскрипцион-
ных факторов ЭМП.

Вместе с тем Snail1, не влияя на уровень 
экспрессии Е-кадхерина, приводил к появ-
лению миграционной активности у клеток 
MCF-7-SNAI1: при активации  Snail1 клетки 
утрачивали эпителиальный фенотип, выходи-
ли из островков и мигрировали по подложке, 
то есть входили в  ЭМП (рис.  3,  а). Как пока-
зало конфокально-микроскопическое иссле-
дование, радикальное изменение морфологии 
и приобретение клетками MCF-7-SNAI1 ме-
зенхимального фенотипа при активации Snail1 
было связано с реорганизацией актинового 
цитоскелета, полимеризацией актина на сво-
бодном крае, что определяло образование ак-
тивных протрузий, а также с разрушением ста-
бильных АК (рис. 3, б). В контрольной культуре 

Рис. 2. Активация Snail1 в клетках MCF-7-SNAI1 при отмывке от тетрациклина. а  – Snail1 (зеленый канал) в ядрах 
при отмывке клеток от тетрациклина. Иммунофлуоресцентное окрашивание. Флажки указывают на ядра с низкой экс-
прессией Snail1. Конфокальная микроскопия. Шкала – 10 мкм. б – Диаграмма интенсивности флуоресценции Snail1 
в ядрах на разных сроках отмывки от тетрациклина. Среднее значение ± ошибка среднего, n = 55. в – Вестерн-блоттинг 
лизатов клеток MCF-7, MCF-10A и MCF-7-SNAI1 на разных сроках отмывки от тетрациклина. г – Коиммунопреци-
питация белков межклеточных адгезионных контактов в клетках MCF-7 и MCF-7-SNAI1 на разных сроках отмывки 
от тетрациклина. α-Тубулин – маркер загрузки

2
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Рис. 3. ЭМП клеток MCF-7-SNAI1 при отмывке от тетрациклина. а – DIC-видеомикроскопия (начало съемки – 24 ч 
tet–). Выход клетки из островка (помечена звездочкой). Шкала – 10 мкм. б – Окрашивание на Е-кадхерин и β-актин. 
Контрольные клетки MCF-7 и MCF-7-SNAI1 tet+, клетки MCF-7-SNAI1 tet– на разных сроках отмывки от тетра-
циклина. Стрелками отмечены межклеточные контакты, показанные ниже при большем увеличении. Конфокальная 
микроскопия. Шкала – 10 мкм

контактирующие клетки MCF-7-SNAI1 так же, 
как и исходные клетки MCF-7, образовывали 
плотные островки, в апикальной части кото-
рых располагались узкие кольцевые актино-
вые пучки, ассоциированные со стабильными 
тангенциальными  АК, образованными кадхе-
рин-катениновыми комплексами. На  свобод-
ных краях в некоторых клетках были видны 
краевые актиновые пучки. В клетках, вступив-
ших в ЭМП при активации Snail1, происходила 
фрагментация или полное разрушение кольце-
вого актинового пучка, на межклеточных гра-
ницах появлялись ламеллиподии. Вместе с тем 
клетки могли сохранять контакты друг с дру-
гом, однако тангенциальные  АК в зонах меж-
клеточных взаимодействий во многих случаях 

замещались радиальными или точечными АК. 
Радиальные  АК могли быть ассоциированы с 
прямыми актиновыми пучками. Как мы по-
казали ранее  [33, 34], радиальные и точечные 
контакты нестабильны. Клетки MCF-7-SNAI1 
при активации Snail1, несмотря на сохранение 
экспрессии Е-кадхерина, также утрачивали 
стабильную межклеточную адгезию, они отры-
вались от соседних клеток и мигрировали по 
субстрату.

Важным событием, определяющим ослаб-
ление межклеточной адгезии в ходе ЭМП, яв-
ляется фрагментация кольцевого актинового 
пучка, который отвечает за стабильность тан-
генциальных Е-кадхериновых АК, харак терных 
для эпителия  [34]. Мы предложили гипотезу, 
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объясняющую закономерности превращения 
неподвижных эпителиоцитов в мигрирующие 
клетки, разрывающие связи с соседними клет-
ками. Согласно этой гипотезе, разрушение коль-
цевого актинового пучка при активации  ЭМП 
приводит к высвобождению мономерного ак-
тина. В свете имеющихся данных о существова-
нии в клетке конкуренции между актиновыми 
системами за глобулярный актин [35], высвобож-
дение G-актина из разрушающегося кольце-
вого актинового пучка на ранних этапах  ЭМП 
может приводить к включению актина во вновь 
образующуюся сеть ламеллиподий, что стиму-
лирует миграцию.

Полимеризация актиновой сети, определяю-
щая образование ламеллиподий, лежит в осно-
ве мезенхимального типа миграции. Клетки, 
экспрессирующие Snail1, активно образовыва-
ли ламеллиподии на свободном крае (рис. 3, а). 
Хорошо известно, что малая ГТФаза  Rac ин-
дуцирует WAVE2-зависимую полимеризацию 
актина и образование ламеллиподий [36]. Ранее 
было показано, что Rac1 активирует миграцию 
клеток рака поджелудочной железы, экспрес-
сирующих экзогенный Snail1  [21]. Ключевую 
роль в формировании сети актиновых фила-
ментов в составе ламеллиподий и мезенхималь-
ной миграции играет комплекс Arp2/3  [37]. 
При конфокально-микроскопичеком исследо-
вании клеток MCF-7-SNAI1 с активным Snail1 
мы обнаружили аккумуляцию белка ArpС2, 
входящего в комплекс Arp2/3, на внешнем крае 
формирующихся ламеллиподий (рис. 4, а). Как 
показало окрашивание на винкулин, в активно 
мигрирующих клетках ламеллиподии прикре-
плялись к подложке посредством многочис-
ленных мелких фокальных адгезий (рис. 4, а), 
в отличие от крупных штриховых фокальных 
адгезий, типичных для контрольных клеток, 
хорошо прикрепленных к подлежащему суб-
страту. Клетки с активированным Snail1 также 
отличались от контрольных клеток внутрикле-
точным распределением актин-связывающих 
белков α-катенина и α-актинина-1. В контроль-
ных клетках MCF-7-SNAI1 α-катенин входил 
в состав тангенциальных АК. α-Катенин игра-
ет важную роль в привлечении актина в зоны 
межклеточной адгезии и стабилизации АК [38]. 
В  клетках MCF-7-SNAI1 с активным  Snail1 
α-катенин, наряду с участием в построении АК, 
перемещался на ведущий край активно мигри-
рующих клеток. В  узкой зоне активной поли-
меризации актина также аккумулировался дру-
гой актин-связывающий белок – α-актинин-1 
(рис. 4). Таким образом, вхождение в ЭМП при 
активации  Snail1 сопровождалось кардиналь-
ной реорганизацией актинового цитоскелета, 

перераспределением α-катенина и α-актинина-1 
на ведущий край клеток. Недавно было пока-
зано, что взаимодействие α-катенина с вин-
кулином необходимо для распластывания фи-
бробластов и механо-сенсинга подлежащего 
субстрата [39]. Ранее было показано, что α-ак-
тинин-1 участвует в сборке актина в инвадопо-
диях, и его нокдаун угнетает образование инва-
доподий клетками рака молочной железы [40]. 
Мы предполагаем, что оба этих актин-связываю-
щих белка могут быть вовлечены в активацию 
образования ламеллиподий при прохождении 
клетками ЭМП.

Мы также исследовали положение центра 
организации микротрубочек, ассоциирован-
ных с центросомой, в мигрирующих клетках. 
Для этого после 6  ч видеосъемки клеток 24  ч 
tet– на меченых стеклах проводили окраши-
вание на маркер центра организации микро-
трубочек  –  γ-тубулин. С  помощью разметки 
на меченом стекле отыскивали отснятые с по-
мощью DIC-микроскопии сюжеты и снимали 
их с помощью флуоресцентной микроскопии. 
Центр организации центросомальных микро-
трубочек был виден не во всех клетках, однако 
во многих мигрирующих клетках MCF-7-SNAI1
он выявлялся сзади ядра. Как недавно стало 
ясно, такое его положение определяется балан-
сом сил, влияющих на сеть микротрубочек со 
стороны актина–миозина [41].

Культура клеток MCF-7-SNAI1, вошед-
ших в ЭМП при активации  Snail1, отличалась 
значительной гетерогенностью. Уже через 24  ч 
после начала отмывки от тетрациклина при 
видеомикроскопическом исследовании мож-
но было видеть мигрирующие клетки с мезен-
химальным фенотипом. Клетки различались 
существенно как по форме, так и по скорости 
миграции. Мы выделили пять вариантов мезен-
химальных фенотипов (рис. 5 и 6, а): 1) клетки 
с фибробласто-подобным фенотипом, образую-
щие широкие плоские ламеллиподии на веду-
щем крае и хвостовую часть, прикрепленную к 
подложке  (М2); 2)  быстро мигрирующие кера-
тоцито-подобные клетки с активным ведущим 
краем, не имеющие хвостовой части  (М2к); 
3)  медленно мигрирующие поляризованные 
клетки со складчатой ламеллой, в которую мог-
ло смещаться ядро, и хвостовой частью  (М3); 
4)  быстро мигрирующие клетки, не имеющие 
хвостовой части, в ведущей ламелле которых 
располагалось ядро  (М4); 5)  клетки с проме-
жуточным мезенхимально-амебоидным фено-
типом, образующие как ламеллиподии, так и 
блебы (МА). Клетки могли также не проявлять 
направленной миграционной активности (М0 – 
малоподвижный фенотип и М1  – фенотип, 

2*
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Рис. 4. Актиновый цитоскелет, межклеточные адгезионные контакты, актин-связывающие белки и центр организации 
микротрубочек в клетках MCF-7-SNAI1, проходящих ЭМП при индукции  Snail1. а  –  Флуоресцентное окрашивание 
и конфокальная микроскопия. Стрелки указывают на зоны врезок. Звездочками отмечены АК. б – Положение центра 
организации микротрубочек (флажок) в клетке, проходящей ЭМП. Слева – кадры видеосъемки. Стрелка показывает 
направление миграции клетки из островка. Справа – окрашивание на γ-тубулин. Шкала – 10 мкм

у которого протрузии образуются не направлен-
но). Мезенхимальная миграция, сопровождаю-
щаяся перемещением ядра на ведущий край, 
описана нами впервые.

С помощью DIC-микроскопии на разных 
сроках отмывки от тетрациклина анализирова-
ли поведение клеток в культуре. Были опреде-
лены скорость, пройденный путь и дистанция, 
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Рис. 5. Варианты фенотипов клеток MCF-7-SNAI1 при отмывке от тетрациклина (72  ч tet–). Звездочки маркируют 
клетку с определенным фенотипом, если в кадре больше одной клетки. DIC-видеомикроскопия. Шкала – 10 мкм



ЛИТОВКА и др.22

БИОХИМИЯ том 88 вып. 1 2023

Рис. 6. Фенотипы клеток MCF-7-SNAI1. а – Встречаемость фенотипов в культуре на разных сроках отмывки от тетра-
циклина в процентах. б – Скорости миграции клеток различных фенотипов (h-критерий Краскела–Уоллиса, скорости 
клеток с определенным фенотипом относительно скоростей клеток М0 и М1). в – Траектории движения клеток раз-
личных фенотипов за 1,5 ч (72 ч tet–), n = 10. г – Средние значения пройденного за 1,5 ч пути и дистанции, на которую 
удалились клетки от начальной точки, для разных фенотипов (t-критерий Стьюдента относительно М0 и М1)

на которую переместились клетки, построены 
траектории движения 10  клеток каждого фе-
нотипа за 1,5 ч видеонаблюдения (рис. 6, в–г). 
Наиболее быстро мигрирующими клетками 
были клетки с фенотипами М2к и М4 через 72 ч 
после начала отмывки от тетрациклина.

Важнейшей характеристикой опухолевых 
клеток MCF-7-SNAI1, вошедших в ЭМП при 
активации  Snail1, была фенотипическая пла-
стичность: клетки в течение нескольких ми-
нут могли менять свой фенотип, направление 
и скорость миграции (рис. 7).

Как видно из таблицы (рис. 7, б), в контро-
ле (в присутствии тетрациклина) клетки име-
ли только фенотипы M0 и  M1, контрольные 
клетки значительно чаще переходили из  М1 к 
более распластанному фенотипу М0. Через 24 ч 
после начала отмывки от тетрациклина и акти-
вации Snail1 можно было наблюдать несколько 
вариантов переходов. Самыми частыми были 
переходы М1  →  М4 и М1  →  М3. Далее (через 
48–72 ч после начала отмывки от тетрациклина) 
наблюдалось еще большее разнообразие вари-
антов переходов. Самыми частыми вариантами 
переходов через 48 ч после начала отмывки от 

тетрациклина были М1 → М4 и М1 → М0. В куль-
туре клеток через 72 ч после начала отмывки от 
тетрациклина фенотип клеток становился более 
стабильным, значительная часть клеток могла 
в течение 1,5–2 ч поддерживать определенную 
морфологию, что не коррелировало с уровнем 
экспрессии  Snail1. Молекулярные механизмы, 
приводящие к смене фенотипов, на данный мо-
мент не ясны и требуют дальнейшего изучения.

При большем увеличении мы исследова-
ли характер образования протрузий клеток и с 
использованием плагина Multi Kymograph по-
строили кимограммы, отражающие динами-
ку протрузий на активном крае клеток и сме-
щение активного края в результате миграции 
(рис. 8, а). Активный край клеток MCF-7-SNAI1 
с мезенхимальным фенотипом был образован 
непрерывно формирующимися ламеллиподия-
ми, во многих клетках более проксимальная 
часть ламеллы становилась объемной, образо-
вание таких вздутий связано, по-видимому, с 
дефектностью актинового кортекса в опухоле-
вых клетках (рис. 8).

Были изучены особенности организации ци-
тоскелетных структур в клетках MCF-7-SNAI1, 
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Рис. 7. Варианты переходов между различными фенотипами клеток MCF-7-SNAI1. а – DIC-видеомикроскопия клеток 
MCF-7-SNAI1 (72 ч tet–). Шкала – 10 мкм. б – Результаты анализа видео, 24-часовая съемка. Строки – исходные фено-
типы, столбцы – конечные фенотипы. Значения указаны в процентах от общего числа переходов для каждой времен-
ной точки отмывки от тетрациклина

имеющих различный миграционный фено-
тип: проведено флуоресцентное окрашивание 
актина, миозина и промежуточных филамен-
тов. Как известно, одним из основных белков, 
определяющих перестройки актинового ци-
тоскелета, является миозин, контрактильная 
функция которого активируется при фосфори-
лировании легких цепей миозина [42]. Актив-
ный миозин можно детектировать специфи-
ческими антителами к фосфорилированным 
легким цепям миозина  (p-MLC). В  контроль-
ной культуре MCF-7-SNAI1 в присутствии те-
трациклина активный миозин в составе тонких 
акто-миозиновых пучков детектировался в ци-
топлазме (рис. 9).

Промежуточные филаменты в клетках 
MCF-7 представлены кератинами, нами были 
использованы антитела к кератину-8. Керати-

новые филаменты формировали сеть, запол-
няя всю цитоплазму и концентрируясь вокруг 
ядра (рис. 10, а). Известно, что промежуточные 
филаменты в клетках стабилизируют положе-
ние ядра и его форму [43].

В клетках с мезенхимальным фенотипом М2 
на ведущем крае собиралась сеть актиновых мик-
рофиламентов, сеть промежуточных филамен-
тов в этой зоне была более разреженной, более 
плотная сеть промежуточных филаментов кон-
центрировалась за ядром. Акто-миозиновые 
пучки, включающие фосфо-миозин, располага-
лись вдоль боковых краев клетки. Такие пучки 
ограничивают псевдоподиальную активность и 
определяют подтягивание задней хвостовой ча-
сти клетки во время движения. В клетках М2к, 
как и в кератоцитах, актин образовывал сеть 
микрофиламентов в ламеллиподиях на ведущем 
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Рис. 8. Динамика активного края клеток MCF-7-SNAI1 (72 ч tet–). а – Кимограммы активного края. Слева – клетка 
в начальной точке построения кимограммы (голубая линия), или в конечной точке (желтая линия). Справа – соответ-
ствующая кимограмма. Цифрами 1 и 2 обозначены две временные точки одного сюжета, между которыми произошла 
смена типа выбрасываемой протрузии (желтая стрелка на кимограмме). Шкала  –  10  мкм. Временная шкала  (5  мин) 
соответствует длине белой стрелки. б – Образование протрузий на активном крае. DIC-видеомикроскопия, интервалы 
в секундах. Шкала – 10 мкм. Флажки указывают на вновь формирующиеся ламеллиподии. Кадры из видеомикроско-
пии продублированы контуром края клетки, где красная линия отражает текущий контур, а синяя линия дублирует 
контур из предыдущей показанной временной точки для сравнения

Рис. 9. Распределение актинового цитоскелета и фосфорилированных легких цепей миозина  (p-MLC) в клетках 
MCF-7-SNAI1 разных фенотипов. Толстые стрелки показывают направление клеточной миграции. Тонкие стрелки 
указывают на локализацию p-MLC. Флуоресцентная микроскопия. Шкала – 10 мкм
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Рис. 10. Локализация ядра и промежуточных филаментов в клетках разных фенотипов. а  –  Распределение керати-
на-8 в клетках MCF-7 и MCF-7-SNAI1 разных фенотипов. Стрелки показывают направление клеточной мигра-
ции. Конфокальная микроскопия. Шкала – 10 мкм. б – Клетка MCF-7-SNAI1 (72 ч tet–) выталкивает ядро на край. 
DIC-видеомикроскопия. Шкала – 10 мкм. Флажки указывают на ядро. в – Клетка MCF-7-SNAI1 (24 ч tet–) с дефор-
мированным ядром, которое переходит в ламеллу (переход М1/М2 → M4). Стрелкой показаны промежуточные фила-
менты, концентрирующиеся вокруг ядра. Флажком показана деформированная часть ядра. Конфокальная микроско-
пия. Шкала – 10 мкм

крае и арко-подобный, содержащий фосфо- 
миозин, пучок, параллельный ведущему краю, 
над ядром концентрировались кератиновые 
промежуточные филаменты. Полимеризация 
актиновой сети и сокращение арко-подобных 
пучков определяют перемещение таких клеток. 
В клетках с М3-фенотипом актиновые микро-
филаменты заполняли всю цитоплазму, а фос-
форилированный миозин концентрировался за 
ядром. Можно предположить, что сокращение 
акто-миозиновых пучков в этой области обу-
словливало выталкивание ядра на клеточный 
край. Промежуточные филаменты при этом 
смещались в заднюю часть клетки. В  клет-
ках с фенотипом  М4 акто-миозиновые пуч-
ки, ориентированные параллельно ведущему 
краю, располагались за ядром, их сокращение, 
по-видимому, и приводило к перемещению 
ядра на ведущий край. Мы предполагаем, что 
особенности миграции клеток MCF-7 с акти-
вированным SNAI1 определяются не только 
активной полимеризацией актина на ведущем 
крае, но также и выраженной контрактильно-
стью актина–миозина в области за клеточным 
ядром, что приводит к выталкиванию ядра на 
край клетки. При перемещении на ведущий 
край клетки ядро высвобождалось из сети про-
межуточных филаментов и часто при этом де-
формировалось (рис. 10, б и в).

Проведенные исследования показали, что 
направленная клеточная миграция при  ЭМП, 
как результат активации  Snail1, ассоциирова-
на с разрушением стабильных тангенциаль-
ных  АК, полимеризацией актиновой сети на 

ведущем крае клеток, активацией контрак-
тильности актина–миозина, перераспределе-
нием белков актин-катенинового комплекса и 
актин-связывающих белков, перераспределе-
нием фокальных контактов и реорганизацией 
сети промежуточных филаментов. Миграцион-
ный фенотип опухолевых клеток чрезвычайно 
пластичен, реорганизации актинового цито-
скелета лежат в основе такой пластичности.
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EPITHELIAL-MESENCHYMAL TRANSITION 
OF BREAST CANCER CELLS ACTIVATED BY SNAIL1 

TRANSCRIPTION FACTOR

N. I. Litovka#, I. Y. Zhitnyak#, and N. A. Gloushankova*

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of the Russian Federation, 
115478 Moscow, Russia; e-mail: natglu@hotmail.com

Cancer cells use the program of epithelial-mesenchymal transition for initiation of the invasion-metastasis 
cascade. Using confocal and video-microscopy, in breast cancer MCF-7 cells undergoing Snail1-induced 
epithelial-mesenchymal transition reorganization of cytoskeleton was studied. We used the line of MCF-7 
cells stably expressing tetOff SNAI1 construct (MCF-7-SNAI1 cells). After tetracycline washing and Snail1 
activation MCF-7-SNAI1 cells underwent EMT and acquired a migratory phenotype retaining expression 
of E-cadherin. We identified five variants of the mesenchymal phenotype, differing in cell morphology and 
migration rate. Migrating cells had high degree of plasticity which allowed them to quickly change both 
the phenotype and the speed of movement. The changes of phenotype of MCF-7-SNAI1 cells are based 
on Arp2/3-mediated branched actin polymerization in lamellipodia, myosin-based contractility in the 
zone behind the nucleus, redistribution of adhesive proteins from cell-cell contacts to the leading edge and 
reorganization of intermediate keratin filaments.

Keywords: cancer cell, Snail1/SNAI1, epithelial-mesenchymal transition, cell migration, cancer cell plasticity, cell-
cell adhesion, cytoskeleton, actin, myosin
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В 1994 году был обнаружен новый класс прокариотических компартментов, получивших собиратель-
ное название «инкапсулины» или «нанокомпартменты». Белки-протомеры оболочек инкапсулинов 
самоорганизуются с образованием икосаэдрических структур различных диаметров (24–42  нм). 
Внутри оболочек нанокомпартментов могут быть инкапсулированы один или несколько грузовых 
белков, разнообразных по своим функциям. Кроме того, в нанокомпартменты могут быть загруже-
ны ненативные грузовые белки, а поверхности оболочек возможно модифицировать при помощи 
различных соединений, что позволяет создавать системы направленной доставки препаратов, метки 
для оптической и МРТ-визуализации, а также использовать инкапсулины в качестве биореакторов. 
В настоящем обзоре описывается ряд подходов к применению инкапсулинов в различных областях 
науки, включая биомедицину и нанобиотехнологии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: инкапсулины, самоорганизация, наноконтейнерные системы, направленная 
доставка, генетические метки, отслеживание клеток.
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Принятые сокращения: Bfr – бактериоферритин; CLP – пептид загрузки; DHFR – дигидрофолатредуктаза; DyP – 
пероксидаза, обесцвечивающая краситель; eMIONs – магнитные наночастицы оксида железа, продуцируемые инкапсу-
лином; FLP – ферритиноподобный белок; FolB – фермент, отвечающий за синтез фолиевой кислоты; IMEF – железо-
минерализующий инкапсулин-ассоциированный белок Firmicute; miniSOG – мини-генератор синглетного кислорода; 
OVA – овальбумин; Т – триангуляционное число.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Известно, что для поддержания гомеостаза 
у млекопитающих используются различные ме-
ханизмы: например, транспорт железа в клетках 
осуществляется трансферринами, а его нако-
пление, в том числе для защиты от оксидатив-
ного стресса, происходит за счет ферритинов; 
Na/K-АТФаза контролирует количество ионов 
натрия и калия внутри клетки. Практически все 
реакции в живых организмах протекают при 
участии различных ферментов, которые могут 
содержать в себе ионы таких металлов, как Fe, 
Zn, Cu и др., однако количество этих металлов 
в организме невелико, а их сильный избыток 
или недостаток при изменяющихся внешних 
факторах может приводить к разным тяжелым, 

часто необратимым последствиям. Главными 
«депо» для избытка солей тяжелых металлов 
являются кровеносное русло и печень. Прока-
риотические клетки обычно лишены мембран-
ных компартментов, характерных для эукариот, 
но вместо этого содержат множество белковых 
компартментов, способных накапливать боль-
шое количество молекул. Впервые особые бел-
ковые нанокомпартменты, позднее названные 
инкапсулинами, были обнаружены в 1994 году 
в надосадочной жидкости культуры бактерий 
штамма Brevibacterium linens, проявлявших 
бактериостатическую активность в отноше-
нии различных штаммов Arthrobacter, Bacillus, 
Brevibacterium, Corynebacterium и Listeria  [1]. 
Впоследствии подобные белковые комплексы 
были идентифицированы в надосадочной жид-
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кости культур Mycobacterium tuberculosis (Myc. 
tuberculosis)  [2] и Thermotoga maritima  [3], при-
чем оказалось, что эти структуры содержат 
в себе протеолитические ферменты. В  ходе 
ряда исследований инкапсулины были об-
наружены также у бактерий Mycobacterium 
leprae, Streptomyces и позднее  – у Quasibacillus 
thermotolerans  [4–9]. Однако в последующих 
исследованиях протеолитическая активность 
не была подтверждена, и на сегодняшний день 
считается, что инкапсулины выполняют по 
большей степени структурную функцию  [10]. 
В середине 2000-х годов было установлено, что 
наблюдаемые структуры с высокой молеку-
лярной массой представляют собой белковые 
капсидоподобные комплексы [10–12].

С течением времени исследования нано-
компартментов были продолжены. Часть иссле-
дований была направлена на поиск новых бел-
ковых компартментов и изучение их свойств, 
а также выяснение физиологической роли ин-
капсулинов и их грузовых белков в естественном 
бактериальном «контексте». Другие работы 
были посвящены применению таких струк-
тур в качестве биореакторов, систем доставки 
препаратов, а также эндогенных меток [13–20]. 
Биоинформационный анализ секвенирован-
ных геномов позволил выявить тысячи си-
стем нанокомпартментов как в бактериях, так 
и в археях с огромным разнообразием грузо-
вых белков [19, 21–24]. Позднее на основании 

проведенных исследований была создана база 
данных бактериальных микрокомпартментов, 
включающая в себя также описание и различ-
ные характеристики инкапсулинов [25].

СТРУКТУРА И СВОЙСТВА 
ОБОЛОЧКИ НАНОКОМПАРТМЕНТОВ

Оболочки инкапсулинов представляют со-
бой икосаэдрические (12  вершин, 20  граней, 
30 ребер) комплексы, образующиеся путем са-
мосборки белков-протомеров, гомологичных 
по своей структуре gp5  – основному капсид-
ному белку фага  HK97  [26]. Как и в случае 
вирусных капсидов, белки оболочки инкапсу-
линов могут собираться в икосаэдры различ-
ных размеров. На сегодняшний день известно 
3  различных типа инкапсулинов, которые ха-
рактеризуют с помощью триангуляционно-
го числа  (Т), представляющего собой частное 
от деления числа протомеров в оболочке ин-
капсулина на  60  [27]. Например, инкапсули-
нами с Т  =  1 являются T.  maritima  [10], Myc. 
tuberculosis  [22] и Rhodococcus jostii  [21] (диа-
метр оболочки 20–24  нм, оболочка состо-
ит из 60  идентичных субъединиц белка-про-
томера). В  качестве примера инкапсулинов 
с Т  =  3 можно привести нанокомпартмен-
ты бактерий Pyrococcus furiosus  [12], Kuenenia 
stuttgartiensis  [28, 29] и Myxococcus xanthus 

Рис. 1. Структура белкового капсида бактериофага HK97 (а). Капсид имеет диаметр 65 нм и состоит из 420 белков- 
капсомеров (PDB-ID 2FT1). Ниже приведена структура отдельного капсомера (gp5). Структура оболочки инкапсулина 
бактерии T. maritima  (б). Инкапсулин T. maritima образован 60 идентичными белками-протомерами, диаметр белко-
вой оболочки составляет 24 нм (PDB-ID 3DKT). Ниже приведено строение белка-протомера оболочки инкапсулина 
T. maritima. Как в структуре белка-протомера оболочки инкапсулина, так и в структуре капсомера gp5 имеется 3 кон-
сервативных домена: периферический домен (P), осевой домен (A) и удлиненная петля (E)
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(Myx. xanthus) [23] (диаметр оболочки 30–32 нм, 
180  протомеров). Наконец, самыми крупны-
ми инкапсулинами, обнаруженными на сегод-
няшний день, являются инкапсулины бакте-
рии Q. thermotolerans с T = 4 (диаметр оболочки 
42 нм, 240 протомеров) [30].

В структуре белка-протомера оболочки ин-
капсулина, подобно капсомеру gp5 фага HK97, 
имеется 3  консервативных домена. Первым 
является периферический домен  (P), содер-
жащий несколько α-спиралей и β-складок, 
второй  – осевой домен  (A), который также 
имеет несколько α-спиралей и β-складок и об-
разует ось симметрии пятого порядка, и, нако-
нец, третий  – удлиненная петля  (E), которая 
важна для сборки инкапсулина и определяет 
симметрию всего комплекса  [4, 10, 13, 27, 30]. 
Из рис. 1 хорошо видно, насколько гомологич-
но строение капсомера фага  HK97 (рис.  1,  а) 
и белка-протомера оболочки инкапсулина 
T. maritima (рис. 1, б).

Однако несмотря на высокую структурную 
гомологию протомеров инкапсулинов и капсо-
меров фага HK97, гомология аминокислотных 
последовательностей в этих белках невелика. 
Таким образом, согласно классификации базы 
данных семейств белковых доменов Pfam, ин-
капсулины и  HK97 являются членами одного 
и того же клана  (CL0373), но разделяются на 
отдельные семейства (инкапсулины относятся 
к семейству  PF04454, а бактериофаг  HK97  – 
к PF05065) [31].

В местах соединения протомеров оболочек 
нанокомпартментов имеются множественные 
поры, диаметр которых составляет 3–7  Å  [10, 
12]. Поры, вероятно, служат барьером прони-
цаемости для более крупных молекул, позволяя 
проходить через оболочку небольшим молеку-
лам и ионам. Например, низкомолекулярные 
субстраты инкапсулированных ферментов, 
такие как перекись водорода или двухвалент-
ное железо, способны проходить через обо-
лочку, в то время как белки и другие крупные 
молекулы – нет [16, 17, 21, 24]. В инкапсулинах 
присутствуют грузовые белки, обладающие 
каталитической функцией, что может указы-
вать на избирательность транспорта субстра-
та через оболочку  [10], при этом транспорт 
будет зависеть от типа инкапсулированного фер-
мента [32]. Считается, что наиболее вероятные 
транспортные каналы расположены вдоль пор, 
образующихся в местах соединения пяти про-
томеров (так называемые 5-fold pores), по-
скольку эти поры являются самыми крупны-
ми [10, 30].

Недавно было показано, что поры мо-
гут различаться по своим электростатиче-

ским свойствам. Например, в инкапсулинах 
T.  maritima поры в местах соединения пяти 
протомеров состоят из пяти остатков гисти-
дина и имеют положительный заряд, а поры 
в местах соединения трех протомеров состо-
ят из трех остатков фенилаланина и не имеют 
заряда [33]. А в инкапсулинах Q.  thermotolerans 
все поры имеют отрицательный заряд, что 
позволяет транспортировать положительно 
заряженные субстраты  [30]. Кроме того, из-
вестно, что внутренняя поверхность оболочки 
инкапсулина имеет много отрицательно заря-
женных аминокислотных остатков, что указы-
вает на существование определенного пути к 
ферритиноподобному белку (FLP, ferritin-like 
protein) для ионов железа после попадания 
в инкапсулин [34].

Поры инкапсулина Synechococcus elongatus 
(Syn.  elongatus) отличаются от T.  maritima и 
имеют положительно заряженные аминокис-
лотные остатки снаружи  [32]. Это, возможно, 
некая адаптация, позволяющая транспор-
тировать отрицательно заряженный депро-
тонированный субстрат (L-цистеин). Поры 
инкапсулинов Mycobacterium smegmatis так-
же имеют положительно заряженные гисти-
дины, что позволяет селективно пропускать 
внутрь отрицательно заряженные субстра-
ты для своего грузового белка  – фермента 
пероксидазы [34].

Поры в оболочках инкапсулинов могут 
иметь не только различные заряды, но и раз-
ные конформации. Существует интересная ра-
бота, в которой были обнаружены две конфор-
мации пор у инкапсулина Haliangium ochraceum: 
закрытые и открытые  [35]. Это позволяет 
предположить, что поры могут реагировать на 
внешние раздражители.

Также известно, что размер пор может 
быть искусственно увеличен. Например, в од-
ном из исследований была описана возмож-
ность увеличения пор в оболочке инкапсулина 
T. maritima с 3 до 11 Å, то есть в 3,7 раза [36]. Ав-
торы работы исследовали влияние аминокис-
лотных замен и делеций в петле, формирующей 
пору в местах соединения пяти белков-прото-
меров, на структурную целостность оболочки 
инкапсулина. В инкапсулине T. maritima такая 
петля состоит из 13 а.о. Авторами было созда-
но несколько мутантных штаммов T. maritima, 
имеющих различные замены и/или делеции 
аминокислот в этой петле. Согласно получен-
ным данным, самым оптимальным мутантом 
оказался штамм с делецией 7 а.о. в петле. Диа-
метр пор в оболочке такого инкапсулина увели-
чился до 11 Å, при этом целостность оболочки 
не нарушилась.
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ГРУЗОВЫЕ БЕЛКИ ИНКАПСУЛИНОВ

Впервые понимание механизма инкапсу-
ляции грузового белка возникло при изуче-
нии кристаллической структуры инкапсулина 
T.  maritima. Методом рентгеновской кристал-
лографии было установлено наличие неболь-
шого количества дополнительной электронной 
плотности, относящейся к гидрофобному кар-
ману на люминальной поверхности оболочки 
инкапсулина, что соответствовало короткой 
(около  10  а.о.) С-концевой последовательно-
сти  FLP, обнаруженной рядом с геном обо-
лочки инкапсулина в геноме T.  maritima  [10]. 
Методом биоинформационного анализа было 
установлено, что эта С-концевая последова-
тельность сохраняется у разных видов бакте-
рий, в которых гены грузового белка и гены 
оболочки инкапсулина находятся вместе в 
предполагаемом опероне. Примеры таких 
«предсказанных» грузовых белков включают: 
FLP, DyP (пероксидаза, обесцвечивающая 
краситель, Dye-decolorizing peroxidase), геме-
ритрин и руберитрин [10, 19].

Было показано, что эта C-концевая после-
довательность, в дальнейшем названная пепти-
дом загрузки (cargo loading peptide (CLP)), явля-
ется достаточной для инкапсуляции грузового 
белка в оболочку нанокомпартмента (рис. 2, а). 
Последовательность, кодирующая CLP, может 
находиться как на 3′-конце, так и на 5′-конце 
гена, кодирующего грузовой белок. Удаление 
последовательности CLP нарушает инкапсу-
ляцию грузового белка, в то время как слияние 
CLP с C-концом гетерологичных белков, таких 
как зеленый флуоресцентный белок или люци-

фераза, приводит к их загрузке [10, 14, 16, 17, 19, 
22]. Однако существуют альтернативные моде-
ли, описывающие взаимодействие между гру-
зовыми белкам и белками оболочки инкапсу-
лина. В  некоторых случаях, как, например, в 
инкапсулинах P.  furiosus, CLP отсутствует, од-
нако ген, кодирующий оболочку, слит с геном, 
кодирующим грузовой белок, в результате чего 
образуется один полипептид (рис.  2,  б)  [12]. 
В  инкапсулинах, обнаруженных у бактерий 
типа Firmicute существует одна особенность: 
загрузка грузовых белков может происходить 
и через C-конец, и через N-конец CLP. Такой 
нанокомпартмент содержит 2  грузовых белка: 
C-конец CLP связан с железоминерализую-
щим инкапсулин-ассоциированным белком 
Firmicute IMEF (iron-mineralizing encapsulin-
associated Firmicute protein), участвующим в 
минерализации железа, а депонирующий желе-
зо белок ферредоксин – с N-концом CLP [19].

Известно, что в одну оболочку наноком-
партмента может быть инкапсулировано не-
сколько грузовых белков. Например, показано, 
что в инкапсулинах бактерий Myx. xanthus при-
сутствует 3 разных грузовых белка: EncB, EncC 
и EncD [23], а у Myc.  tuberculosis присутствуют 
белки: Mt-DyP, Mt-BfrB (бактериоферритин) и 
Mt-FolB (фермент биосинтеза фолиевой кис-
лоты) [22].

Еще одним важным вопросом, связанным 
с загрузкой, является доля, занимаемая грузо-
вым белком в нанокомпартменте. Каждый бе-
лок-протомер оболочки в инкапсулине имеет 
сайт связывания с CLP, но, очевидно, что ко-
личество груза ограничено объемом оболочки. 
При этом важно понимать, что стехиометрия 

Рис. 2. Грузовой белок может быть инкапсулирован в оболочку нанокомпартмента посредством пептида загрузки (а). 
В некоторых случаях ген, кодирующий грузовой белок, и ген, кодирующий оболочку инкапсулина, слиты, что сводит 
на нет необходимость в пептиде загрузки (б)
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зависит не только от размера оболочки ин-
капсулина, но и от состояния олигомеризации 
грузового(ых) белка(ов). Работы по модели-
рованию показали, что из-за возникновения 
стерических затруднений невозможно достичь 
соотношения груза и белка-протомера более, 
чем 1  :  1  [10]. В  качестве примера здесь мож-
но привести нанокомпартмент B. linens, грузо-
вым белком которого является уже упомянутый 
выше фермент DyP, собирающийся в гексамер 

(тример димеров) диаметром 89 Å. Было пред-
сказано, что стерические затруднения огра-
ничат загрузку одним таким гексамером на 
нанокомпартмент  [10], а измерения методом 
нативной масс-спектрометрии подтвердили 
наличие 6 мономеров DyP в нанокомпартменте 
с T = 1, что дает соотношение грузового белка 
к белку-протомеру 1  :  10  [37]. В  таблице при-
ведены данные о загрузке различных грузовых 
белков в нанокомпартменты.

Загрузка нативных грузовых белков в различных инкапсулиновых системах

Инкапсулин 
(количество 
протомеров)

Грузовой белок 
(количество 
субъединиц)

Число 
загруженных 
субъединиц

Соотношение 
загруженного белка 

к количеству 
протомеров*

Метод оценки Источники

Rhodococcu jostii (60) DypB (6) 6 1 : 8,6**
спектроскопия 

в видимом 
диапазоне

[21]

Brevibacterium linens (60) DyP (6)
6 1 : 10 нативная МС [37]

6 1 : 10 крио-ЭМ [38]

Mycobacterium 
smegmatis (60) DyP (6)

6 1 : 10 ЭМ [39]

6 и 12 1 : 10 и 1 : 5 крио-ЭМ [40]

Mycobacterium 
tuberculosis (60)

DyP (6) 6 1 : 10

ЭМ [22]FolB (4 или 8) 4 или 8 1 : 15 или 1 : 7,5

BfrB (24) 24 1 : 2

Pyrococcus furiosus (180) FLP (10) 180 1 : 1 – [12]

Thermotog maritima (60) FLP (10) 30, 40 и 50 1 : 2, 1 : 1,5 и 1 : 1,2 крио-ЭМ [41]

Haliangium ochraceum (60) FLP (10) 40 1 : 1,2 крио-ЭМ [35]

Myxococcus xanthus (180)
EncB
EncC
EncD

36 EncB
92 EncC
47 EncD

1 : 1

SDS-PAGE

[23]

86 ± 3 EncB
93 ± 9 EncC
50 ± 15 EncD

1 : 1 [42] 

Quasibacillus 
thermotolerans (240) IMEF (2)

240 1 : 1 SDS-PAGE

84 1 : 2,9 крио-ЭМ [30]

Bacillaceae bacterium (180)
IMEF (2) 150 1 : 1,2

SDS-PAGE [4]
Fd (1) 10 1 : 18

Synechococcus elongatus (60) CyD (2) 1 или 2 1 : 30 или 1 : 15 крио-ЭМ [32]

Примечание. Fd – ферродоксин; CyD – цистеиндесульфураза, ЭМ – электронная микроскопия, МС – масс-спектрометрия.
* Загрузку определяют как соотношение между количеством мономерных единиц грузового белка и количеством прото-
меров инкапсулиновой оболочки.
** Загрузка груза путем разборки и сборки инкапсулиновой оболочки в кислых условиях.
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ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ ФУНКЦИЯ 
НАНОКОМПАРТМЕНТОВ

О том, какую роль инкапсулины играют 
в процессах метаболизма бактерий и архей, 
известно не так много. На сегодняшний день 
наиболее информативные результаты получе-
ны в исследованиях инкапсулинов, содержа-
щих  FLP. Данные позволяют предположить, 
что нанокомпартменты способны депониро-
вать железо, снижая оксидативный стресс  – 
ярким примером здесь являются бактерии 
Q.  thermotolerans, в геноме которых отсутству-
ют ферритины  [27]. В  другой работе при ис-
следовании клеток Myx.  xanthus в условиях 
аминокислотного голодания было обнаруже-
но, что экспрессия генов протомера оболоч-
ки инкапсулина  (EncA) и трех его грузовых 
белков FLP (EncB, EncC и EncD) значительно 
повышалась  [23]. Авторы выдвинули гипоте-
зу о том, что инкапсулин может выступать в 
роли вторичной ферритиноподобной систе-
мы, имеющей большую емкость, и способ-
ной накапливать железо во время стресса при 
вынужденной «голодовке» или секвестриро-
вать железо во время оксидативного стресса. 
Когда двухвалентное железо  (Fe2+) подверга-
ется воздействию активных форм кислорода, 
происходит реакция Фентона, в которой Fe2+ 
окисляется до Fe3+ с образованием побочного 
продукта – гидроксильного радикала [43, 44], 
ферритины же защищают клетки от токси-
ческого действия, обусловленного этим про-
дуктом. Например, в работе McHugh et al. [23] 
было продемонстрировано, что мутантный 
штамм Myx.  xanthus с делецией в последо-
вательности генов, кодирующих оболочки 
инкапсулинов, оказался более чувствителен 
к добавлению перекиси водорода, по срав-
нению с Myx. xanthus дикого типа. В условиях 
оксидативного стресса, вызванного инкуба-
цией бактерий с 0,5  мМ  раствором переки-
си водорода в течение 6  часов, жизнеспособ-
ность мутантного штамма Myx.  xanthus ока-
залась существенно ниже по сравнению 
с жизнеспособностью Myx.  xanthus дико-
го типа (25% и 75%  жизнеспособных бак-
терий соответственно). Такое же свойство 
есть и у Myc.  tuberculosis  [22]: каждый из трех 
грузовых белков, о которых уже было сказа-
но ранее (BfrB, FolB и  DyP), в инкапсулинах 
Myc. tuberculosis обладает антиоксидантной ак-
тивностью [45–48].

В дополнение к потенциальной роли в 
снижении оксидативного стресса, DyP-содер-
жащие инкапсулины также участвуют в ката-
болизме  [21]. Например, мутантный штамм 

бактерии R. jostii RHA1 с делецией гена, коди-
рующего  DyP, не способен к деградации лиг-
нина [49], в то время как в бактериях штамма 
дикого типа катаболизм лигнина происходит 
активно. Исследования также показали, что ак-
тивность комплекса инкапсулин-DypB в отно-
шении деградации нитрированного лигнина в 
8 раз выше по сравнению с неинкапсулирован-
ным ферментом DypB  [21]. Увеличение фер-
ментативной активности при инкапсуляции 
позволяет предположить, что нанокомпарт-
мент может действовать либо путем стабили-
зации грузового белка, либо путем увеличения 
локальной концентрации субстрата для фер-
мента, тем самым усиливая ферментативную 
реакцию [50].

Например, предполагается, что для выпол-
нения ферментативной функции такого грузо-
вого белка, как DyP, инкапсуляция не требу-
ется  [10]. Однако наблюдения подтверждают 
гипотезу о том, что инкапсуляция позволяет 
увеличить стабильность и/или продолжитель-
ность жизни грузовых белков, например, пу-
тем повышения устойчивости к протеазам. 
К  примеру, инкапсулины T.  maritima крайне 
устойчивы к воздействию высокой темпера-
туры и денатурации  [10, 17], а инкапсулины 
B. linens стабильны в крайне широком диапазо-
не pH [38]. Подобно капсидам вирусных фагов, 
оболочки нанокомпартментов демонстрируют 
минимальную деградацию после обработки 
неспецифическими протеазами  [16, 17]. Рези-
стентность к протеазам также распространя-
ется и на грузовые белки, например, люцифе-
раза светлячка, упакованная в инкапсулины 
Rhodococcus erythropolis  N771, не подвергалась 
деградации после обработки трипсином, в то 
время как неинкапсулированная люцифераза 
полностью деградировала [16].

Инкапсулины часто обнаруживаются в су-
пернатанте бактериальной культуры  [1, 2, 21], 
в связи с чем была выдвинута гипотеза, что 
нанокомпартменты являются продуктом бак-
териальной секреции. Это было частично под-
тверждено в ходе наблюдения за локализацией 
инкапсулинов на мембранах клеток  [2], одна-
ко такая локализация наблюдается да ле ко не у 
всех прокариот, например, нанокомпартменты 
Streptomyces griseus находятся в цитоплазме [9]. 
Помимо этого, не существу ет известного ме-
ханизма секреции интактного 24–42-нм бел-
кового комплекса  [51]. Принимая во внима-
ние крайне высокие хими ческую стабильность 
и устойчивость к протеазам, более вероятно 
предположить, что инкапсулины накаплива-
ются в надосадочной жидкости культуры после 
лизиса клеток [52].
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ПРИМЕНЕНИЕ НАНОКОМПАРТМЕНТОВ 
В БИОТЕХНОЛОГИИ

Суммируя все вышесказанное, инкапсули-
ны – это особые белковые наночастицы, имею-
щие два основных преимущества. Во-первых, 
как и все наночастицы, инкапсулины облада-
ют развитой поверхностью (Sуд.  >>  Vуд.) и, что 
самое главное, имеют две поверхности – вну-
треннюю и внешнюю поверхности оболоч-
ки инкапсулина. Во-вторых, инкапсулины 
кодируются генетически (т.е.  происходит их 
биосинтез) и поэтому могут быть получены в 
биологических системах со 100%-ной воспро-
изводимостью, чего нельзя достичь никакими 
физическими или химическими методами син-
теза наночастиц любых составов. В отличие от 
химического и физического синтеза биосинтез 
более экономичен и, что немаловажно, без-
опасен для окружающей среды, поскольку в 
процессе биосинтеза не образуется токсичных 
побочных продуктов, которые необходимо 
утилизировать специальным образом.

Инкапсулины в качестве платформы для 
доставки лекарств. Известно, что за послед-
нее десятилетие было разработано большое 
количество наноразмерных систем направ-
ленной доставки на основе мицелл  [53, 54], 
липосом [55], неорганических [56] и полимер-
ных  [57] наночастиц, а также белковых ком-
партментов  [58, 59]. Все эти частицы с загру-
женными на них препаратами используются 
с целью увеличить эффективность доставки, 
уровень накопления препаратов в сравнении 
с неинкапсулированными лекарственными 
средствами, время циркуляции в кровотоке и 
снизить количество побочных эффектов  [60]. 
Помимо этого, препараты для направленной 
доставки могут сыграть свою роль и в диагно-
стике заболеваний путем взаимодействия со 
специфическими молекулярными мишенями, 
экспрессирующимися при той или иной пато-
логии. Как уже упоминалось выше, инкапсули-
ны – это крайне стабильные и прочные струк-
туры, что позволяет применять их в качестве 
платформы для решения различных задач био-
медицины.

Например, в одном из исследований  [13] 
инкапсулины T. maritima были использованы в 
качестве системы направленной доставки зон-
дов с флуорофором и терапевтического пре-
парата. Оболочки нанокомпартментов были 
модифицированы путем добавления на них 
SP94-пептида, специфически связывающе-
гося с белко  GRP78 (Glucose-regulated protein, 
78  кДа), избыточно экспрессированным в 
различных опухолевых клетках, в том числе 

в  клетках линии  HepG2  [61, 62]. Белок обо-
лочки T.  maritima (Encap) содержит два остат-
ка цистеина (C123 и  C197), C123  расположен 
на внешней поверхности Encap, что позволяет 
конъюгировать пептид SP94 и флуоресцентную 
метку (флуоресцеин) на поверхность оболочки 
инкапсулина. Таким образом, получившееся 
«наноустройство» было способно специфи-
чески связываться с клетками HepG2 и визуа-
лизировать их за счет присутствия флуорофо-
ра  (рис.  3,  а). В  дальнейшем было показано, 
что в полученную конструкцию может быть за-
гружен альдоксорубицин (6-малеимидокапро-
ил)  гидразон из доксорубицина, являющийся 
пролекарством и высвобождающийся при кис-
лом pH внутри опухолевых клеток. Также была 
установлена дозозависимая цитотоксичность 
препарата в отношении клеток HepG2.

В работе Putri et al. [38] было обнаружено, 
что инкапсулины B.  linens, загруженные TFP 
(teal f luorescent protein, бирюзовый флуорес-
центный белок), успешно захватывались мак-
рофагами мыши  J774 в культуре in  vitro, что 
приводило к флуоресценции клеток. При этом 
инкапсулины оставались в цитоплазме макро-
фагов и не попадали в ядро. Авторы работы 
отмечают, что выбранный модельный грузо-
вой белок с флуоресцентными свойствами воз-
можно заменить на терапевтический агент и 
использовать для его доставки технологию на 
основе инкапсулинов.

В одном из исследований  [63] в оболочки 
инкапсулинов T.  maritima был загружен био-
логический фотосенсибилизатор miniSOG 
(мини- генератор синглетного кислорода, mini-
Singlet Oxygen Generator) путем слияния CLP 
с С-концом белка miniSOG. Получившийся 
фоточувствительный нанореактор был назван 
Enc-mSOG. Авторами была проведена оценка 
образования активных форм кислорода в клет-
ках рака легкого A549 после облучения синим 
лазером. Предварительно клетки были инку-
бированы со свободным miniSOG либо с Enc-
mSOG в течение 7 часов. В качестве контроля 
использовали клетки без добавления фотосен-
сибилизатора. Исследование показало, что 
наибольший уровень активных форм кислоро-
да после облучения синим лазером наблюдался 
в клетках, инкубированных с Enc-mSOG [63]. 
Подобные системы были получены для на-
правленной терапии HER2  положительной 
карциномы молочной железы  [64]. В  данной 
работе авторы также использовали в качестве 
платформы генетически кодируемую оболочку 
инкапсулина T.  maritima, содержащую внутри 
себя фотосенсибилизатор miniSOG, за счет 
слияния C-конца белка с  CLP. Поверхность 
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инкапсулина была насыщена  DARPin9.29 
(Designed Ankyrin repeat protein), способным 
селективно связываться с рецептором эпидер-
мального фактора роста 2  (HER2), избыточно 
экспрессированным на поверхности клеток 
карциномы молочной железы. DARPin9.29 
был клонирован в рамке считывания с геном 
инкапсулина T.  maritima для получения сли-
того белка TmEnc-DARPin-STII. Полученная 
система показала высокую активность по от-
ношению к выбранной модели рака и низкую 
специфичность по отношению к контрольным 
клеткам, не имеющим на своей поверхности 
белок  HER2. Авторы исследования показали, 
что модифицированные инкапсулины спо-
собны специфически связываться с клетками 
линии SK-BR-3 (аденокарцинома молочной 
железы человека), интернализоваться внутрь и 
доставлять, таким образом, в клетки инкапсу-
лированную форму miniSOG. После облучения 
клеток SK-BR-3 синим светом, авторы отмеча-
ют существенное снижение жизнеспособно-
сти клеток (до  48%), обусловленное действи-
ем miniSOG. Примечательно, что в качестве 
контрольных клеток в вышеописанной работе 
использовали мезенхимные стволовые клетки 
человека, и подобного драматического сни-
жения жизнеспособности отмечено не было. 
Главным преимуществом данной системы яв-
ляется принципиальная возможность создания 
действующего препарата на основе инкапсули-
на из одной плазмиды, в которой были закоди-
рованы все три составляющие: носитель (обо-
лочка инкапсулина), вектор  (DARPin9.29) для 
доставки и действующее вещество (miniSOG).

Системы доставки на основе инкапсулинов 
также нашли применение в иммунотерапии рака. 
Например, в одном из исследований  [18] ин-
капсулины T. maritima использовали в качестве 
наноконтейнеров для доставки к дендритным 
клеткам антигена (OT-1-пептида), представляю-
щего собой эпитоп белка OVA  (овальбумин). 
Презентация OT-1-пептида дендритными клет-
ками приводит к активации Т-клеточного им-
мунного ответа с образованием ОТ-1-специ-
фичных цитотоксических CD8 Т-лимфоцитов. 
У  мышей, на in  vivo модели подкожных опухо-
лей, полученных путем имплантации трансген-
ных клеток меланомы мыши В16 с экспрессией 
ОТ-1 (B16-OVA), было продемонстрировано, 
что вакцинация мышей при помощи инкапсу-
линов, содержащих ОТ-1, существенно препят-
ствовала развитию опухолей. Кроме того, было 
показано, что опухоли обширно инфильтриро-
ваны CD8 Т-клетками.

Кроме того, было продемонстрировано 
что инкапсулины T.  maritima могут быть ге-

нетически модифицированы таким образом, 
чтобы экспрессировать на своей поверхности 
пептид, связывающий Fc-домен  IgG (IgG Fc 
domain-binding peptide; FcBP)  [65], имеющий 
высокую аффинность к Fc-фрагменту имму-
ноглобулина G кролика [66]. При помощи ме-
тодов поверхностного плазмонного резонанса 
в реальном времени и пьезоэлектрического 
микровзвешивания было показано, что FcBP 
действительно присутствует на внешней по-
верхности инкапсулина и доступен для связы-
вания Fc IgG кролика. Полученная векторная 
конструкция была способна специфически 
связываться с клетками линии SCC-7 (плоско-
клеточная карцинома мыши). Moon  et  al.  [65] 
предполагают, что полученная конструкция 
может быть использована в качестве наноплат-
формы при разработке многофункциональной 
системы для тераностики плоскоклеточной 
карциномы.

Также было показано, что поверхность обо-
лочки инкапсулина бактерии R. erythropolis N771, 
о которой уже шла речь выше, может быть 
успешно покрыта полиэтиленгликолем  (ПЭГ). 
Хорошо известно, что ПЭГ является биосов-
местимым модификатором носителей лекар-
ственных средств. Его присутствие затрудняет 
распознавание носителей клетками моноцитар-
но-макрофагальной системы, а также снижает 
агрегацию. Кроме того, авторы исследования 
показали, что ПЭГилирование не препятствует 
самосборке нанокомпартмента [20].

Инкапсулины в качестве платформы для соз-
дания вакцин. Ни для кого не секрет, что разра-
ботка новых безопасных вакцин является одной 
из важнейших задач человечества. Инкапсули-
ны благодаря их возможности одновременно-
го синтеза как протомеров инкапсулина, так и 
других белков могут быть важной платформой 
для создания вакцин. Например, имеется ин-
тересная работа, посвященная использованию 
инкапсулинов T.  maritima в качестве носителя 
эктодомена белка  М2 вируса гриппа  А (М2е- 
эпитоп)  [67]  (рис.  3,  б). Белок  М2 формирует 
ионные каналы на поверхности вириона и яв-
ляется необходимым для транспорта вирусных 
рибонуклеопротеиновых комплексов в цито-
плазму клетки-носителя. Его аминокислотная 
последовательность крайне консервативна, а 
иммуногенность в процессе природной ин-
фекции достаточно низка  [68]. Эти свойства 
делают М2е хорошим кандидатом для создания 
вакцины широкого спектра действия. В работе 
было продемонстрировано присутствие специ-
фических антител к М2е-эпитопу в сыворотке 
мышей после иммунизации полученными кон-
струкциями.
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Инкапсуляция флуорофоров. Фотопереклю-
чаемые флуорофоры и, в частности, спиропи-
раны представляют собой важный инструмент, 
применяемый в микроскопии сверхвысокого 
разрешения. Сам процесс фотопереключения 
метки необходим для того, чтобы стало воз-
можным картирование флуоресцентных то-
чек, достигающееся путем стохастической ак-
тивации некоторого количества флуорофоров 
в определенный момент времени, в то время 
как остальные флуорофоры «выключены». За-
тем изображения сверхвысокого разрешения 
могут быть реконструированы из множества 
таких полученных флуоресцентных изображе-
ний. Кроме того, возможность «включения» 
и «выключения» флуоресценции может ока-
заться полезной, чтобы избежать перекрытия 
флуоресцентных сигналов в присутствии раз-
личных меченых структур. Инкапсулины могут 
быть модифицированы с помощью фотопе-
реключаемых флуорофоров  [69], в частности, 
инкапсулин B.  linens был модифицирован по 
карбодиимидному методу флуорофорами на 
основе спиропиранов  – органических соеди-
нений, обладающих фотохромными свойства-
ми. При облучении ультрафиолетовым и види-
мым светом спиропираны способны обратимо 
переключаться между своим флуоресцентным 
фотоизомером мероцианином и безызлуча-
тельным изомером, что позволяет «включать» 
и «выключать» флуоресценцию [70] (рис. 3, в). 
Очень важным здесь является то, что инкапсу-
лины сохраняли свою структурную целост-
ность как минимум в течение 5  циклов фото-
переключения.

Накопление неорганических наночастиц в 
инкапсулинах. Особо стоит отметить возмож-
ность контролируемой «разборки» инкапсули-
нов на белковые субъединицы при добавлении 
кислоты с загрузкой грузового белка интереса 
за счет аффинности к тем или иным белковым 
последовательностям оболочки с последующим 
восстановлением структуры нанокомпартмен-
та при возвращении pH к нейтральному. Таким 
образом, возможно загружать в оболочку ин-
капсулина молекулы/частицы, размер которых 
превышает диаметр пор. Интересным приме-
ром является работа Künzle et al. [71], где авто-
ры выбрали в качестве груза наночастицы зо-
лота диаметром 13 ± 1 нм, покрытые бромидом 
(11-меркаптоундецил)-N,N,N-триметиламмо-
ния. Данные наночастицы были загружены в 
оболочку инкапсулинов T. maritima при помо-
щи частичной замены стабилизирующего на-
ночастицы лиганда на CLP, упомянутый ранее. 
Подобный подход потенциально может быть 
применен в фототермальной терапии опухо-

лей, требующей введения стабильных и био-
совместимых наночастиц золота в область ин-
тереса с последующим облучением требуемой 
длиной волны и гибелью опухолевых клеток, 
более чувствительных к повышению темпера-
туры по сравнению со здоровыми клетками.

Инкапсулиновые системы, способные к 
биоминерализации железа, могут быть при-
менены в магнито-гипертермической тера-
пии (МГТ). В работе Zhang et al. [72] инкапсули-
ны бактерии Myx.  xanthus были использованы 
для синтеза магнитных наночастиц, получив-
ших название  eMIONs (encapsulin-produced 
magnetic iron oxide nanoparticles, магнитные 
наночастицы оксида железа, продуцируемые 
инкапсулином). Было показано, что частицы 
являются монодисперсными, устойчивыми 
к экстремальным значениям  pH и расщепле-
нию протеазами. При воздействии перемен-
ного магнитного поля eMIONs эффективно 
поглощали магнитную энергию, что приве-
ло к выраженному повышению температуры 
in vitro и in vivo. Кроме того, eMIONs способны 
разлагать H2O2 с образованием O2, тем самым 
вызывая специфическую гибель опухолевых 
клеток из-за повышенной концентрации H2O2 
в них. Учитывая высокую проникающую спо-
собность магнитных полей, eMIONs являются 
перспективным терапевтическим средством 
для лечения солидных опухолей.

Помимо наночастиц оксида железа, нано-
компартменты способны синтезировать на-
ночастицы серебра. Например, инкапсулины 
T. maritima использовались в качестве платфор-
мы для получения монодисперсных наночастиц 
серебра со средним диаметром 13,5 нм [19].

Стоит отметить, что способность инкапсу-
линов накапливать в себе ионы металлов может 
быть использована для очистки воды. Извест-
но, что, например, Zn2+ в значительной степе-
ни выбрасывается в воду во многих отраслях 
промышленности и представляет серьезную 
угрозу для окружающей среды. Wang et al. [73] 
предложили систему, состоящую из модифици-
рованных бактерий Escherichia  coli, имеющих 
в своем геноме ген, кодирующий инкапсулин 
cEnc Candidatus Brocadia fulgida, который может 
накапливать и восстанавливать ионы цинка. 
Полученные результаты позволяют обеспечить 
эффективную стратегию повышения толе-
рантности бактерий к токсичным металлам для 
восстановления Zn2+, что в перспективе может 
быть использовано для восстановления окру-
жающей среды.

Инкапсулины в качестве генетически коди-
руемых меток. Помимо накопления неорганиче-
ских наночастиц для понижения концентрации 
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металлов вне оболочки инкапсулина, нельзя не 
отметить блок работ, посвященных отслежива-
нию клеток при помощи МРТ за счет накопле-
ния железосодержащих инкапсулинов в клет-
ках эукариот. На данный момент существует 
два основных подхода, применяющихся для 
мечения клеток. Первым подходом является 
прямое мечение, при котором экзогенные мет-
ки добавляются в ростовую среду к клеткам на 
этапе культивирования. При этом в качестве 
меток могут быть использованы магнитные 
наночастицы, радиоизотопы, а также низко-
молекулярные флуорофоры  [74, 75]. Второй 
подход основан на введении в геном клеток ге-
нетических последовательностей, кодирующих 
эндогенные метки, такие как люцифераза или 
флуоресцентные белки  [76]. Для оптического 
мониторинга с использованием первого под-
хода в качестве меток чаще всего применяют 
квантовые точки и флуорофоры  [77, 78], для 
ОФЭКТ (однофотонная эмиссионная компью-
терная томография) и ПЭТ (позитронно-эмис-
сионная томография)  – радионуклиды, для 
МРТ  – суперпарамагнитные частицы  (СМЧ) 
оксида железа  [79–84]. Важным недостатком 
здесь является то, что в процессе деления кле-
ток накопление метки будет уменьшаться, и 
интенсивность сигнала снизится, в силу чего 
мечение с использованием экзогенных агентов 
не вполне подходит для длительного монито-
ринга клеток.

При проведении исследований, требующих 
длительного отслеживания клеток после вве-
дения, применяют непрямое специфическое 
мечение с использованием репортерных генов. 
Чаще всего это гены, кодирующие флуоресцент-
ные белки  [85–93] или люциферазу светляч-
ка [94]. Для таких методов, как ОФЭКТ и ПЭТ, 
также существуют свои генетические метки, а 
именно магнитно-резонансные репортерные 
гены, продуцирующие внутриклеточные ме-
таллопротеины, такие как трансферрин, фер-
ритин, тирозиназа [95]. Как уже было упомяну-
то выше, некоторые инкапсулиновые системы 
способны депонировать железо. Это свойство 
позволяет использовать нанокомпартменты в 
качестве генетически кодируемых меток для 
МРТ-визуализации клеток. Существует ряд 
исследований, посвященных гетерологичной 
экспрессии генов, кодирующих инкапсулино-
вые системы, в клетках млекопитающих. Так, 
в работе Sigmund et al. [42] методом транзитор-
ной котрансфекции в клетках линии НЕК293Т 
была достигнута экспрессия генов инкапсули-
нов Q. thermotolerans и Myx. xanthus. Трансфек-
ция клеток производилась плазмидными ДНК, 
кодирующими оболочку инкапсулина, его гру-

зовой белок, представляющий собой фермент 
ферроксидазу, а также переносчик железа, не-
обходимый для более эффективного транспор-
та железа в клетки. Через 24 часа после транс-
фекции к клеткам добавляли сульфат аммония 
железа, являющийся источником двухвалент-
ного железа, окисляемого ферроксидазой с 
образованием магнитных наночастиц внутри 
инкапсулинов (рис. 3, г). В случае инкапсулина 
Q. hermotolerans криоэлектронная микроскопия 
показала, что в клетках его оболочка самоорга-
низуется в нанокомпартменты с икосаэдриче-
ской симметрией T  =  4 и диаметром ~  42  нм. 
Кроме того, было установлено, что нативный 
грузовой белок сохраняет свою ферроксидаз-
ную активность, что позволяет эффективно 
биоминерализовать железо. В частности, пока-
зано, что ферритиноподобный грузовой белок 
Myx. xanthus был способен минерализовать до 
30 000 атомов железа на нанокомпартмент, что 
примерно на порядок больше того количества, 
которое может депонироваться в ферритинах.

В другом исследовании [96] было продемон-
стрировано, что в инкапсулины Myx.  xanthus 
могут быть загружены сразу два грузовых бел-
ка: флуоресцентный PAmCherry и ферритино-
подобный белок В. Авторы работы также пока-
зали, что клетки НЕК293Т, экспрессирующие 
инкапсулины, настолько хорошо накаплива-
ют железо, что успешно поддаются магнитной 
сортировке на коммерческих сортировочных 
колонках (порядка 5% от исходной популяции 
клеток) и даже могут быть обнаружены in vivo 
методом МРТ при введении в головной мозг 
крысы. Стоит отметить, что, в отличие от эк-
зогенных меток на основе наночастиц оксида 
железа, наночастицы, образующиеся в ин-
капсулинах, не выбрасываются клетками, а, 
следовательно, и не фагоцитируются соседни-
ми клетками, например клетками микроглии. 
Это существенное преимущество, позволяю-
щее избежать искажения МР-сигнала с тече-
нием времени, а также ошибок в интерпрета-
ции результатов исследования. Гетерологичная 
транзиторная экспрессия генов инкапсулинов 
может быть достигнута не только в клетках ли-
нии НЕК293Т, но и в других клеточных линиях, 
например, в клетках гепатоцеллюлярной кар-
циномы HepG2 [97].

Кроме того, имеются работы, в которых 
показана возможность получения стабильных 
клеточных линий, содержащих инкапсули-
новые системы, депонирующие железо. На-
пример, было показано, что мезенхимальные 
стволовые клетки человека способны ста-
бильно экспрессировать гены инкапсулина 
Myx. xanthus  [98], а клетки карциномы молоч-
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ной железы мыши  4T1  – гены инкапсулина 
Q. thermotolerans [99]. И в первом, и во втором 
случае было показано, что наличие такой ге-
нетической метки не влияло на жизнеспособ-
ность и пролиферацию клеток, а время релак-
сации Т2 для генетически модифицированных 
клеток, содержащих инкапсулины, было ниже 
по сравнению с контрольными клетками, что 
позволяло детектировать клетки методом МРТ. 
Это очень важное преимущество, выгодно вы-
деляющее инкапсулины на фоне остальных 
меток, которые часто оказываются токсичны 
и способны влиять на пролиферацию клеток. 
Помимо этого, в упомянутых работах было 
показано, что формирование наночастиц в 
инкапсулинах протекало достаточно быстро и 
занимало около 24 часов, в противоположность 
получению наночастиц методом химического 
синтеза, который очень часто может занимать 
несколько дней с учетом выделения, очистки 
и функционализации поверхности, после чего 

частицы еще должны быть охарактеризованы, 
а их токсичность должна быть протестирована 
на клеточной линии, чтобы убедиться в без-
опасности их применения [100].

Инкапсулины как биореакторы. Еще одним 
способом применения инкапсулинов является 
их использование в качестве биореакторов. Из-
вестно, что тонкий химический синтез может 
быть проведен при помощи различных фермен-
тов, что позволяет сильно упростить условия 
проведения реакции. Огромное количество ре-
акций в химии и химической промышленности 
протекает в присутствии катализаторов, а сами 
катализаторы для гетерофазных систем пред-
ставляют собой различные мелкодисперсные 
частицы или же наносятся на пористый носи-
тель для увеличения эффективности процесса. 
В  одной из работ в качестве такого носителя 
были использованы инкапсулины T. maritima, а 
«нанесение» катализатора осуществлялось при 
помощи связывания необходимых ферментов 

Рис. 3. Использование инкапсулинов для решения различных биотехнологических задач: а – наноконтейнерные систе-
мы для адресной доставки лекарств; б – новые типы вакцин; в – фотопереключаемые метки; г – генетически кодируе-
мые метки для МРТ-визуализации; д – биосинтез при помощи инкапсулированных ферментов
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с поверхностями (внутренней и внешней) бел-
кового компартмента. Инкапсулины на основе 
T. maritima были сконструированы следующим 
образом: на внешней оболочке при помощи тех-
нологии SpyCatcher/SpyTag С-конец протомера 
был конъюгирован с фибронектином FbaB58, а 
затем последовательно связан с N-концом ди-
гидрофолатредуктазы E. coli (DHFR), а внутрь 
инкапсулина был загружен тетрагидрофолат-
зависимый фермент (демитилаза LigM). На обо-
лочке инкапсулина удалось ковалентно связать 
порядка 60 копий DHFR (рис. 3, д).

Тетрагидрофолат, продуцируемый на внеш-
ней оболочке при помощи DHFR, был спосо-
бен управлять деметилированием арильного 
субстрата, полученного из лигнина, упакован-
ными деметилазами. Было показано, что по-
следующее введение делеции, увеличивающей 
поры в оболочке инкапсулина, усиливает об-
мен метаболитов. Таким образом, такая кон-
струкция на основе инкапсулина функциони-
рует со скоростью, эквивалентной скорости 
двух ферментов, свободно диспергированных 
в растворе [101].

Благодаря своему внутреннему размеру 
белковые компартменты являются превосход-
ной имитацией замкнутого внутриклеточно-
го окружения и позволяют изучать кинетику 
ферментов в более естественных условиях [102, 
103]. Было показано, что в оболочку инкапсу-
лина R. erythropolis могут быть загружены такие 
белки, как GFP и люцифераза светлячка (Luc), 
не являющиеся нативными для этого бактери-
ального штамма [16]. При этом GFP сохранял 
способность флуоресцировать, а люцифера-
за проявляла ферментативную активность в 
отношении своего субстрата, люциферина. 
Подобное исследование было проведено с ин-
капсулинами B.  linens. С-Концевая последо-
вательность нативного грузового белка  DyP 
была слита с С-концом TFP [104]. После под-
тверждения структурной целостности изолиро-
ванных нанокомпартментов было определено, 
что в среднем в одном инкапсулине содержится 
12 молекул TFP.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несомненно, инкапсулины на данный мо-
мент остаются относительно новым объектом 
исследований, не все свойства и их изначаль-
ное предназначение в прокариотах определены 
и изучены. Однако практическое применение 
инкапсулинов в области биотехнологии ста-
новится все более многообещающим. Такие 
свойства нанокомпартментов, как небольшой 

размер и возможность функционализации по-
верхности для селективного взаимодействия со 
специфическими белками, позволяют созда-
вать различные системы направленной достав-
ки препаратов или меток. Инкапсулины могут 
выступать в роли нанореакторов, что позво-
ляет получать очень гомологичные друг другу 
наночастицы или же использовать этот эффект 
для устранения ионов металлов из окружаю-
щей среды. Также инкапсулины могут быть 
платформой для конъюгации с различными 
ферментами, что позволяет изучать их кинети-
ку в естественных условиях. Инкапсулиновые 
системы, биоминерализующие железо с обра-
зованием магнитных наночастиц, могут быть 
использованы в качестве контрастных агентов 
для МРТ при мониторинге распространения 
клеток в организме.

Проводя сравнение инкапсулинов с други-
ми наночастицами, использующимися в био-
технологии, немаловажным преимуществом 
первых, на наш взгляд, является высокая вос-
производимость биосинтеза инкапсулинов 
в клетках. Будь то прокариотические клетки 
или же эукариотические  – синтез инкапсу-
линов имеет генетическую основу, в то время 
как химический синтез представляет собой 
крайне многофакторный процесс, успех кото-
рого зависит от чистоты и качества реактивов, 
выбранных методик  т.д. Если более подроб-
но остановиться именно на магнитных нано-
частицах, использующихся для мониторинга 
клеток методом  МРТ, то здесь наночастицы, 
образующиеся в инкапсулинах, проигрывают 
экзогенным магнитным меткам в интенсив-
ности создаваемого ими МР-сигнала. Однако 
экзогенные магнитные наночастицы обладают 
существенным недостатком. Дело в том, что 
наночастицы железа, захватываемые клетка-
ми на этапе культивирования, могут выбра-
сываться после введения клеток в ткани и в 
дальнейшем захватываться другими клетками, 
например макрофагами, что будет приводить 
к искажению МР-сигнала и затруднять лока-
лизацию введенных клеток. Еще одним важ-
ным недостатком наночастиц, получаемых 
методами химического синтеза, является их 
токсичность в отношении различных клеточ-
ных культур, особенно это касается первичных 
культур стволовых клеток. Помимо магнитных 
наночастиц, существуют также генетически ко-
дируемые метки для МРТ, например, метки на 
основе ферритинов, но подобные метки про-
игрывают железозапасающим инкапсулинам в 
емкости (ферритин способен накопить около 
3000 атомов железа, в то время как инкапсулин 
Q. thermotolerans – на порядок больше). Другим 
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вопросом, касающимся применения различ-
ных наноконтейнерных систем на основе ин-
капсулинов, является их возможная иммуно-
генность in vivo. Предполагается, что частично 
эта проблема может быть решена путем покры-
тия инкапсулинов ПЭГом. В настоящее время 
in vivo оценки иммуногенности инкапсулинов, 
выделенных из бактерий или эукариотиче-
ских клеток, не было проведено, однако было 
показано, что уже упомянутые в настоящем 
обзоре злокачественные клетки карциномы 
молочной железы мыши  4Т1, стабильно экс-
прессирующие гены инкапсулиновой системы 
Q.  thermotolerans, успешно формировали под-
кожные опухоли после имплантации иммуно-
компетентным мышам, а динамика роста этих 
опухолей не отличалась от динамики роста 
опухолей, полученных из клеток 4Т1, не содер-
жащих каких-либо трансгенов.

Несмотря на вышеописанные недостатки, 
инкапсулины уже сейчас показали себя инте-

ресной альтернативой конвенциональным на-
ноплатформам. С каждым годом открываются 
новые типы инкапсулинов у различных штам-
мов бактерий и архей, в свете чего дальней-
шее исследование этих структур и их свойств 
видится весьма перспективным для широкого 
круга биомедицинских задач.
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In 1994 a new class of prokaryotic compartments was discovered, collectively called “encapsulins” or 
“nanocompartments”. Encapsulin shell protomer proteins self-assemble to form icosahedral structures of 
various diameters (24-42 nm). Inside of nanocompartments shells, one or several cargo proteins, diverse in their 
functions, can be encapsulated. In addition, non-native cargo proteins can be loaded into nanocompartments, 
and shell surfaces can be modified via various compounds, which makes it possible to create targeted drug 
delivery systems, labels for optical and MRI imaging, and to use encapsulins as bioreactors. This review 
describes a number of approaches to the application of encapsulins in various fields of science, including 
biomedicine and nanobiotechnologies.

Keywords: encapsulins, self-organization, nanocontainer systems, targeted delivery, genetic tags, cell tracking



БИОХИМИЯ, 2023, том 88, вып. 1, с. 47 – 67

47

УДК 577.214

«СТАРЕНИЕ» КЛЕТОК ПРИ ТЕРАПИИ ОПУХОЛЕЙ: 
МЕХАНИЗМЫ И ПУТИ ПРЕОДОЛЕНИЯ

Обзор

© 2023 М.А. Замкова1,2*, Н.А. Персиянцева1,2, В.В. Татарский1, А.А. Штиль2,3

1 ФГБУН Институт биологии гена РАН, 
119334 Москва, Россия; электронная почта: zamkovam@gmail.com

2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии имени Н.Н. Блохина» 
Минздрава России, 115478 Москва, Россия

3 Национальный исследовательский ядерный университет «МИФИ», 115409 Москва, Россия

Поступила в редакцию 07.10.2022
После доработки 08.12.2022

Принята к публикации 08.12.2022

Пластичность (многообразие процессов молекулярной регуляции) позволяет опухолевым клеткам 
«ускользать» от цитоцидного действия химио- и лучевой терапии и выживать. Механизм «усколь-
зания» – адаптация (перепрограммирование) метаболизма. Благодаря сходству с явлениями, про-
текающими при естественном старении, особые признаки выживших клеток определяются как 
индуцированное терапией «старение» (therapy induced senescence-like phenotype). Опухоль, при-
обретающая этот фенотип, отличается от первичной; важную роль играют лекарственная устой-
чивость и формирование агрессивных клонов. Актуальность проблемы обусловлена общебиоло-
гической значимостью регуляции транскрипции генов как приспособительного механизма при 
стрессе, а также практической необходимостью мишень-направленных воздействий на механиз-
мы транскрипции. В обзоре рассматриваются механизмы становления и исхода, индуцированного 
терапевтическими воздействиями «старения» опухолевых клеток, а также комбинации противо-
опухолевых лекарств и модуляторов транскрипции для преодоления этого клинически неблаго-
приятного феномена.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: трансформированные клетки, цитотоксичность, внутриклеточные сигналы, инду-
цированное терапией «старение» клеток, транскрипция генов, терапия опухолей.

DOI: 10.31857/S0320972523010049, EDN: PBMZFS

Принятые сокращения: АФК – активные формы кис-
лорода; ЭМП  – эпителиально-мезенхимальный пере-
ход; BIRC5  – ген, кодирующий белок сурвивин; CDK  – 
циклинзависимая протеинкиназа; SASP  – секреторный 
фенотип, связанный со старением.
* Адресат для корреспонденции.
1 Для облегчения восприятия в дальнейшем изложении 
термин употребляется без кавычек.

ВВЕДЕНИЕ

Главная цель противоопухолевой тера-
пии  – индукция гибели как можно большего 
количества опухолевых клеток при минималь-
ном повреждении неопухолевых. Однако вы-
сокие концентрации химиопрепаратов (вызы-
вающие гибель клетки) и/или их длительное 
применение могут приводить к возникнове-
нию общерезорбтивной токсичности  [1, 2]. 

Снижение дозы позволяет уменьшить ток-
сичность [3], однако при этом отдельные опу-
холевые клетки не погибают, а приобрета-
ют фенотип(ы) «старения»1 (senescence-like 
phenotype) [4]. Указанная взаимосвязь извест-
на для важнейших лекарств: доксорубицина [5, 
6], этопозида [7], цисплатина [5, 8], пакслитак-
селя [5, 9], и ионизирующего излучения [10].

Клеточное старение при противоопухоле-
вой (лекарственной, лучевой) терапии  – со-
стояние, при котором нарушается клеточный 
цикл и происходит остановка или замедление 
пролиферации клеток [11]. Важную роль в ста-
новлении фенотипа старения играют сигналь-
ные пути р53/р21CIP1 и/или р16INK4a/pRb. Акти-
вация этих механизмов происходит в ответ на 
повреждения ДНК, вызванные противоопу-
холевым воздействием [12, 13]. Ранее считали, 
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что клеточное старение – терапевтически оправ-
данный результат, однако в последнее время 
накапливаются данные, указывающие на не-
благоприятные последствия этого процесса  – 
формирование клонов, устойчивых к стрессо-
вым воздействиям (в частности, лекарствен-
ная устойчивость), увеличение экспрессии ге-
нов-маркеров стволовых клеток, негативное 
влияние на микроокружение (индукция се-
креторного фенотипа)  [14, 15]. В  клетке, вы-
жившей после терапевтического воздействия 
и приобретающей при этом признаки старе-
ния, изменяется транскрипция генов, коди-
рующих белки, важные для выживания  [9, 
16]. Во-первых, происходит активация тран-
скрипционных факторов, в частности, ядерный 
фактор kappa B (nuclear factor kappa B, NF-κB), 
регулирующий секреторный фенотип (SASP, 
senescence-associated secretory phenotype), ха-
рактерный для клеточного старения, и экс-
прессию анти-апоптотических белков семей-
ства Bcl-2 [17, 18]. Результатом активации SASP 
могут являться возобновление пролиферации 
опухолевых клеток, их способности к мигра-
ции, инвазии и ангиогенезу, а также эпители-
ально-мезенхимальный переход (ЭМП) – при-
знаки прогрессии опухоли [19].

Во-вторых, изменения затрагивают ге-
ны-регуляторы клеточного цикла: остановка 
позволяет репарировать повреждения, вы-
званные лечебным воздействием. В частности, 
повышается экспрессия генов р21CIP1, р16INK4a 
и р27, являющихся негативными регуляторами 
клеточного цикла. Также для старения харак-
терно увеличение экспрессии генов р53, р19ARF 
и PAI-1 [20, 21].

В-третьих, изменяется транскрипция ге-
нов, кодирующих маркеры стволовых клеток: 
CD133, CD44, CD24, NANOG и  др. Повыше-
ние уровня этих белков также способствует 
выходу клеток из старения и формированию 
вторичных опухолей [22–24]. Изменяется про-
филь экспрессии генов, продукты которых 
участвуют в метаболизме: увеличивается уро-
вень гликолиза  [9, 25]. Наконец, происходят 
изменения транскрипции в ответ на наруше-
ние фолдинга белков (unfolded protein response) 
и аутофагии [9, 26]. Возникновение фенотипа 
старения также сопровождается нарушением 
эпигенетических модификаций гистонов и, 
следовательно, дезорганизацией баланса ак-
тивного и непермиссивного состояния хро-
матина. В целом, баланс смещается в сторону 
«открытого» хроматина и сопровождается не-
стабильностью генома [27].

К негативным последствиям клеточного 
старения, индуцированного химиотерапией, 

относят выход клетки из стадии с последую-
щим формированием новых более агрессив-
ных и устойчивых к терапии клонов, а также 
аутокринное и паракринное влияние компо-
нентов  SASP, способствующих развитию опу-
холи [28]. Поэтому в настоящее время активно 
исследуется применение комбинированной те-
рапии, когда в схему лечения, наряду с основ-
ным химиопрепаратом (или лучевой терапи-
ей), вводят соединение (сенолитик), мишенью 
действия которого являются клетки в стадии 
клеточного старения. Такой подход позволяет 
снизить риск возникновения побочных эф-
фектов ввиду применения низких доз химио- и 
лучевой терапии и элиминировать «старею-
щие» клетки, обладающие в долгосрочной 
перспективе негативными последствиями для 
терапии, тем самым улучшая выживаемость 
пациентов. Важная роль отдается исследова-
ниям, направленным на изучение механизмов 
регуляции выхода клеток из стадии старения 
и поиску новых мишеней для комбинирован-
ной терапии. Новым подходом также является 
установление роли регуляции транскрипции 
в «ускользании» опухолевых клеток и значе-
ние мишень-направленных воздействий на 
этот механизм для повышения эффективности 
терапии.

ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ 
СТАРЕНИЯ КЛЕТОК

При воздействии химиопрепаратов или ио-
низирующего излучения аппарат транскрип-
ции генов претерпевает перепрограммирова-
ние (см.  раздел «Регуляция выхода клеток из 
старения, индуцированного противоопухоле-
выми воздействиями»), что является адаптаци-
онным механизмом, направленным на выжи-
ваемость клетки. Важным здесь оказывается 
«выигрыш времени» для репарации повреж-
дений. На этой стадии происходит нарушение 
(замедление или остановка) смены фаз клеточ-
ного цикла; изменяется профиль экспрессии 
генов-регуляторов клеточного цикла, проли-
ферации, выживания, паракринной секреции, 
репарации ДНК и т.д. [9, 29]. Происходят эпи-
генетические изменения: снижается уровень 
гистонов, образуются очаги гетерохроматина, 
активируются суперэнхансеры в областях ге-
нов, регулирующих  SASP. Эти и другие из-
менения определяют фенотип клеточного 
старения. Их детальный анализ приводится 
в обзорах Gonzalez-Gualda  et  al.  [30], Davan-
Wetton et al. [31] и Hernandez-Segura et al. [32]; 
ниже приведены краткие сведения.



«СТАРЕНИЕ» ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК 49

БИОХИМИЯ том 88 вып. 1 2023

Биохимические маркеры. Клетки, претерпе-
вающие индуцированное терапией старение, 
характеризуются измененной морфологией  – 
увеличивается их размер, происходит уплоще-
ние, появляется большое количество лизосом. 
Широко используемым маркером для иден-
тификации фенотипа клеточного старения 
является измерение активности, ассоцииро-
ванной со старением, β-галактозидазы (SA-β-
gal, senescence-associated β-galactosidase) – ли-
зосомальной гидролазы, активность которой 
увеличивается в стареющих клетках. Этот 
фермент расщепляет β-галактозид на моно-
сахариды. При добавлении к бромхлориндо-
лилгалактопиранозида (X-Gal) происходит его 
гидролиз и формирование преципитата, опре-
деляемого при световой микроскопии  [33]. 
На этой же энзиматической реакции основано 
определение активности SA-β-gal с помощью 
проточной цитофлуометрии  – используется 
субстрат C12FDG (5-додеканоиламинофлуо-
ресцеина ди-β-D-галактопиранозид), при рас-
щеплении которого образуется флуоресцент-
ный продукт [34].

Маркеры пролиферации и повреждений 
ДНК. Характеристикой фенотипа клеточного 
старения является реорганизация хроматина 
и формирование гетерохроматиновых очагов 
(senescence-associated heterochromatin foci), а 
также образование многоядерных клеток  [35, 
36]. Наблюдается значительное снижение экс-
прессии гена ламина  В1, являющегося основ-
ным компонентом ядерной ламины [37, 38].

В результате воздействия химиопрепаратов 
и облучения возникают двухцепочечные раз-
рывы ДНК, активация протеинкиназы АТМ 
и фосфорилирование белков-мишеней, в част-
ности гистона γ-Н2АХ, также используемого 
для характеристики фенотипа старения  [39]. 
Отметим, что γ-Н2АХ – неспецифический мар-
кер: он выявляется при повреждениях ДНК, об-
разующихся не только при индуцируемом про-
тивоопухолевыми воздействиями старении [32].

Торможение или блок пролиферации в 
стареющих клетках позволяет использовать 
Ki-67, бромодезоксиуридин  (BrdU) или его 
аналог 5-этинил-2′-дезоксиуридин  (EdU) для 
характеристики фенотипа (негативная окра-
ска на эти маркеры). Отметим, что некоторые 
клетки могут иметь двойную положительную 
окраску по SA-β-gal и Ki-67, что может указы-
вать на их способность к возобновлению про-
лиферации [40, 41].

Экспрессия генов-регуляторов клеточного 
цикла и ограничение апоптоза. Важным моле-
кулярным механизмом старения является ак-
тивация сигнальных путей р53/р21CIP1 и/или 

р16INK4a/pRb, опосредующая замедление или 
остановку клеточного цикла при поврежде-
ниях ДНК, вызванных противоопухолевыми 
воздействиями [42, 43]. р21 и р16INK4a являются 
ингибиторами циклинзависимых протеинки-
наз (CDK  – cyclin-dependent kinase), т.е.  нега-
тивными регуляторами продвижения клеток 
по циклу [44]. Продолжительная задержка кле-
точного цикла может произойти на стадиях G1 
и  G2/M. В  ответ на повреждения структуры 
ДНК при химиолучевых воздействиях акти-
вируются ATM/ATR. Эти протеинкиназы ин-
гибируют фосфатазу  Cdc25, вызывая инакти-
вацию комплексов циклин  E1–CDK2. Кроме 
того, ATM/ATR фосфорилирует  р53; актива-
ция гена р21 вызывает подавление активности 
комплексов циклин  E1–CDK2 и циклин  D1–
CDK4/6, приводя к остановке цикла на границе 
G1-S. Блок клеточного цикла может наступить 
и в G2/ M в результате ATM/ATR-опосредован-
ного ингибирования Сdc25, являющейся акти-
ватором комплекса циклин  В1–Сdk1, регули-
рующего вход в митоз. Белок р21 способствует 
поддержанию блока клеточного цикла на этой 
стадии за счет активации комплекса APC/C–
Cdh1 и деградации циклина В1 [42, 45]. Для не-
которых типов клеток также характерно обра-
зование полиплоидов при воздействии на них 
химиопрепаратов и формирования фенотипа 
клеточного старения (см. ниже) [46–48].

Активация секреторного фенотипа. Клет-
ки, которые приобрели фенотип старения, 
метаболически активны: изменяется профиль 
секретируемых белков, что выражается в раз-
витии SASP. Для этого недостаточно гипер-
экспрессии ключевых генов клеточного ста-
рения  – р21 и/или р16INK4a  – необходимым 
условием является повреждение целостности 
ДНК [42, 49]. В формировании SASP участвуют 
провоспалительные цитокины (IL-1α, -1β, -6), 
ростовые факторы (VEGF, EGF, HGF, KGF), 
компоненты внеклеточного матрикса, хемо-
кины (IL-8, CXCL-1-3), матриксные металло-
протеиназы и их регуляторы (MMP-1, -3, -10, 
-12, uPa, TIMP-2) [49, 50]. SASP – пластичный 
фенотип: состав его компонентов и экспрес-
сия отдельных генов варьируют в разных по-
пуляциях стареющих клеток в зависимости от 
индукторов старения, тканевого происхожде-
ния и гистологического типа клеток, микро-
окружения и продолжительности старения [42, 
49]. Ключевыми транскрипционными факто-
рами, регулирующими SASP, признаны NF-κB 
и c/EBPβ  [51, 52]. Их активация приводит к 
повышению экспрессии генов, ответственных 
за секрецию наиболее консервативных компо-
нентов SASP – IL-1β, -6 и -8. Интерлейкины 6 

4
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и -8 – важные цитокины SASP – способству-
ют пролиферации клеток за счет активации 
транскрипционных факторов STAT3 и c-Myc, 
формированию ЭМП  [50], увеличению инва-
зии благодаря экспрессии матриксных метал-
лопротеиназ и  др.  [53]. Эффекты  SASP могут 
по-разному влиять на опухолевые клетки, что 
зависит от компонентов секреторного фено-
типа и микроокружения  [54]. С  одной сторо-
ны, паракринное влияние SASP способствует 
старению соседних клеток, а аутокринное  – 
поддерживает старение собственной клетки 
и накопление клеток иммунной системы в 
очаге. С другой стороны, SASP может способ-
ствовать пролиферации опухолевых клеток, 
индукции  ЭМП, а также выходу клеток, экс-
прессирующих маркеры стволовых клеток, из 

старения и развитию иммуносупрессивного 
и провоспалительного микроокружения  [52, 
55]. Противоопухолевые эффекты проявля-
ются, как правило, при предраке, тогда как 
прогрессия характерна для злокачественных 
клеток  [52]. Накопленные в последнее время 
данные указывают на гетерогенность экспрес-
сии генов секреторного фенотипа  – профиль 
их экспрессии зависит как от типа клетки, так 
и от препарата [54]. Так, один и тот же индук-
тор старения вызывает повышение экспрес-
сии гена IL-1А в эпителиоцитах и гена HGF – 
в фибробластах [56].

Основные характеристики клеток, кото-
рые приобрели фенотип старения, индуциро-
ванного противоопухолевой терапией, сумми-
рованы на рис. 1.

Рис. 1. Фенотип старения в опухолевых клетках, переживших терапевтическое воздействие. DDR  –  реакция на по-
вреждение ДНК (DNA damage response); SAHF – очаги гетерохроматина, связанные со старением (senescence-associated 
heterochromatin foci); SASP – секреторный фенотип, связанный со старением (senescence-associated secretory phenotype)
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РЕГУЛЯЦИЯ ВЫХОДА КЛЕТОК 
ИЗ СТАРЕНИЯ, ИНДУЦИРОВАННОГО 

ПРОТИВООПУХОЛЕВЫМИ 
ВОЗДЕЙСТВИЯМИ

В опухолевых клетках, которые приобре-
ли фенотип старения, индуцированного неле-
тальными дозами химиопрепаратов, перепро-
граммируется транскрипция генов: профиль 
экспрессии генов в этих клетках отличается от 
такового в родительских [22, 57–60]. Особенно 
важно, что пережившие терапевтическое воз-
действие клетки могут оказаться агрессивны.

Перепрограммирование  – механизм ре-
гуляции активно экспрессирующихся генов. 
Этот механизм опосредован циклин-зави-
симыми протеикиназами  8 и  19 (паралоги 
CDK8/19), образующими киназный модуль с 
циклином  С и белками  Med12 и  Med13 ком-
плекса Mediator  [61, 62]. Исследование пе-
репрограммирования транскрипции генов в 
поколениях опухолевых клеток после тера-
певтического стресса позволит выявить новые 
мишени лечебных воздействий. Так, деполи-
плоидизация, как механизм «возврата» кле-
ток из старения к повторной пролиферации, 
способствует формированию нового тран-
скрипционного профиля в дочерних клетках 
за счет пропуска контрольных точек митоза. 
Проявлением изменения транскрипции генов 
при терапии является активация генов-марке-
ров стволовых клеток  – такие клетки в даль-
нейшем дают новые опухолевые клоны с от-
личными от родительской клетки свойствами. 
Наконец, следствием изменения транскрип-
ционного профиля клетки под воздействием 
химиотерапии является развитие паракринных 
эффектов, негативно влияющих на микро-
окружение опухолевых клеток. Эти аспекты 
анализированы в нижеследующих разделах.

Экспериментальные работы указывают на 
способность опухолевых клеток к выходу из ин-
дуцированного старения в результате перепро-
граммирования транскрипции генов  [22, 57, 
59, 63, 64]. В  одних исследованиях говорится, 
что дочерние клоны, вернувшиеся к повторной 
пролиферации, являются более агрессивными 
и приобретают устойчивость к противоопу-
холевой терапии  [57, 59, 60, 64, 65]. С  другой 
стороны, ряд работ указывает на отсутствие от-
личий в чувствительности к химиопрепаратам 
между родительскими и дочерними (вышедши-
ми из старения) клетками [14, 66, 67].

Ниже рассматриваются транскрипцион-
ные изменения в клетках, претерпевших ин-
дуцированное терапией старение, а также при 
выходе из этой стадии и пролиферации.

p21. Как отмечено выше, ключевым ре-
гулятором клеточного старения является бе-
лок  р21. При вызванных химиолучевыми воз-
действиями повреждениях  ДНК его уровень 
повышается  [68]. Повышение уровня  р21, как 
и активация его регулятора р53, является вре-
менным  – после остановки клеточного цикла 
его уровень снижается  [13, 43]. Результатом 
индукции  р21 и остановки цикла вследствие 
воздействия невысоких доз химиотерапевти-
ческих агентов является возникновение ста-
рения [69]. Однако показана и парадоксальная 
роль  р21  – в зависимости от условий этот бе-
лок может способствовать как пролиферации 
клеток, так и старению  [68, 70]. В  зависимо-
сти от исходного уровня  р21 при действии суб-
летальной дозы доксорубицина клетки могут 
прибрести фенотип старения (высокий или 
низкий уровень белка) или избежать этой ста-
дии и продолжить пролиферацию (средний 
уровень белка) [70]. На основе этих данных ав-
торы определили так называемую «Goldilocks» 
(«золотая середина») – модель, согласно кото-
рой исходный уровень  р21 определяет резуль-
тат действия доксорубицина: при высоком и 
низком уровне белка – это старение, при сред-
нем – преходящая остановка клеточного цикла 
и возврат к пролиферации. Важно, что послед-
нее является не выходом клетки из старения, а 
именно избеганием его формирования.

Rohnalter et  al.  [13] наблюдали динами-
ку изменения белков в течение 30  дней после 
обработки клеток карбоплатином с индукци-
ей старения. Пик активации  р21 приходился 
на 14-й день, после чего количество  р21 сни-
жалось до начального уровня. Динамика из-
менения уровня  р21 обратно коррелировала с 
количеством BrdU-положительных клеток  – 
значительное снижение на 7–14 дни и увели-
чение их количества к 21-му дню до уровня 
интактного контроля. В  течение 14–30 дней 
наблюдались деполиплоидизация и проли-
ферация «гигантских» клеток (признак ста-
рения), т.е.  имело место преодоление (выход) 
старения. Еще одно исследование, проведен-
ное Saleh et al. [63], также подтверждает корре-
ляцию между снижением  р21 через некоторое 
время после добавления этопозида (ингибитор 
топоизомеразы  II) и выходом этих клеток из 
старения. В  других работах также обнаружена 
взаимосвязь между снижением  р21 и выходом 
клеток из индуцированного химиотерапией 
старения [71–73].

Снижение уровня  р21 также способствует 
выходу клеток из старения, индуцированно-
го аберрантной экспрессией онкогенов  [74]. 
Кроме того, нокдаун гена  р21 стимулировал 

4*
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пролиферацию мезенхимальных стволовых 
клеток на поздних пассажах (репликативное 
старение) [75]. В этих исследованиях наблюда-
ли корреляцию между снижением р21 и выхо-
дом опухолевых клеток из стадии клеточного 
старения. С другой стороны, ряд работ указы-
вает, что ингибирование экспрессии  р21 вы-
зывает апоптоз  [12, 47, 76]. Так, нокдаун или 
нокаут  р21 и последующее действие химио-
препаратов приводило к апоптозу, а не старе-
нию  [47, 76, 77]. Выше отмечено, что воздей-
ствие на клетки невысоких доз доксорубицина 
приводит к формированию фенотипа старе-
ния, сопровождающегося повышением  р21. 
Напротив, при действии высоких доз препа-
рата происходят снижение  р21 и апоптоз  [12, 
78]. Зависимость между дозами доксорубици-
на, уровнем  р21 и переключением апоптоза и 
старения исследована Zhang et al. [79]: авторы 
указали на ключевую роль ДНК метилтранс-
феразы 3a (DNMT3a). При действии высоких, 
вызывающих апоптоз, концентраций доксору-
бицина происходит р53-зависимое увеличение 
экспрессии гена метилтрансферазы, которая, 
в свою очередь, ингибирует экспрессию  р21 
за счет снижения ацетилирования гисто-
нов Н3 и Н4 в промоторе этого гена. DNMT3a 
в этом случае действует не как метилтранс-
фераза, т.е.  не влияет на метилирование (по 
данным анализа 47 CpG-островков в области 
от –221 п.н. до +214 п.н. от старта транскрип-
ции). DNMT3a  способствует обогащению 
промотора р21 деацетилазой HDAC1, в резуль-
тате чего снижается ацетилирование гистонов. 
Похожая картина наблюдается при облучении: 
результатом нокдауна или нокаута р21 является 
не старение (характерное для экспрессии р21), 
а апоптоз [80, 81].

Интересно, что зависимость между сни-
жением и/или отсутствием экспрессии  р21 и 
апоптозом в ответ на химиотерапевтические 
агенты наблюдается именно тогда, когда  р21 
ингибируется до воздействия: этим клетка из-
бегает старения и подвергается апоптозу. Одна-
ко в стареющей клетке снижение  р21 способ-
ствует не апоптозу, а возврату к пролиферации 
и выживанию  [70]. Это можно объяснить тем, 
что отсутствие  р21 не приводит к остановке 
клеточного цикла, а накопление поврежде-
ний от химиолучевого воздействия приводит к 
апоптозу. При наступлении старения происхо-
дит временное увеличение р21 и задержка кле-
точного цикла, что позволяет «справиться» с 
повреждениями. Возможно, эскалация воздей-
ствий приводит к массивным неустранимым 
повреждениям и гибели клетки, тогда как при 
использовании сублетальных доз отдельные 

клетки выживают; при последующем сниже-
нии р21 эти клетки способны к пролиферации.

Гипоксия. Как правило, ответ опухолевых 
клеток на терапевтические воздействия ис-
следуют в нормоксии (20% О2). В организме 
новообразования могут развиваться в усло-
виях гипоксии [71]. В ряде работ обнаружено 
влияние гипоксии на устойчивость клеток к 
химиотерапии [82, 83]. В условиях гипоксии 
(1% О2) на 7-й день после обработки клеток 
аденокарциномы легкого А549 цисплатином 
происходят выход из блока клеточного цик-
ла и возвращение способности клеток про-
лиферировать [71]. В условиях же нормоксии 
клетки, перенесшие обработку цисплатином, 
накапливались в  G2/M; наблюдалась поли-
плоидизация. Авторы указывают на ключевую 
роль р21 в выходе клеток из старения – после 
воздействия цисплатином в гипоксии уро-
вень р21 был значительно ниже, чем в клетках, 
культивировавшихся в нормоксии. Кроме того, 
в условиях гипоксии наблюдалось увеличение 
экспрессии ключевых генов-регуляторов пе-
рехода из G2 в митоз – циклина В1 и Сdc2, а 
также мезенхимального маркера N-кадгери-
на. Схожие результаты получены на линии 
аденокарциномы толстой кишки НСТ116 при 
действии иринотекана. Авторы заключают, 
что в гипоксии выход клеток из старения ре-
гулируется посредством р53/р21 с последую-
щим переходом из  G2 в митоз и развитием 
ЭМП [71]. На роль СDK1 в выходе из старе-
ния также указывает применение ингибиторов 
этой протеинкиназы, что препятствует преодо-
лению фенотипа старения и вызывает гибель 
клеток [67].

Деполиплоидизация. В  отдельных линиях 
под действием относительно невысоких доз 
химиопрепаратов фенотип старения сопрово-
ждается образованием гигантских полиплоид-
ных клеток [46, 84]. Этот процесс является од-
ним из механизмов выхода клеток из старения 
и формирования дочерних клонов  [59, 66, 85, 
86]. Количество полиплоидных клеток зависит 
от интенсивности цитотоксического стресса: 
чем выше концентрация химиопрепарата, тем 
выше полиплоидизация [48, 87]. Wang et al. [47] 
показали, что действие камтотецина на клетки 
рака легкого  Н1299 приводит к образованию 
полиплоидов в стареющих клетках; отмече-
но формирование колоний через 6 дней после 
обработки препаратом. Повышенная актив-
ность  CDK1 способствует выживанию поли-
плоидных клеток, способных пролифериро-
вать. В  других исследованиях подтверждается 
участие этой протеинкиназы в выходе клеток 
из старения [64, 65, 67].
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Влияние деполиплоидизации как механиз-
ма возврата клеток к пролиферации подтверж-
дено на линии  НСТ116 (формирование поли-
плоидов под действием доксорубицина  [40]). 
В этой работе клетки аденокарциномы молоч-
ной железы  MCF7, которые приобрели фено-
тип старения без формирования полиплоид-
ных клеток, не образовывали дочерние клоны. 
Авторы указывают на роль активных форм 
кислорода  (АФК) в выходе клеток из старе-
ния. Применение антиоксиданта  Trolox перед 
добавлением доксорубицина снижало уро-
вень  АФК; такие клетки не образовывали ко-
лоний. Предполагается, что АФК необходимы 
в стадии старения для активации пролифера-
ции. Отметим, что на фенотип старения АФК 
не влияли  [40]. В  дочерних клонах снижается 
уровень АФК; эти клоны – потомство старею-
щих клеток с высоким уровнем АФК [88].

Bojko  et  al.  [58] показали, что деполиплои-
дизация гигантских полиплоидов в стареющих 
клетках MDA-MB-231 сопровождается атипич-
ным делением. Авторы выявили снижение ауто-
фагии в полиплоидных клетках в стадии старе-
ния и ее возрастание в клетках, преодолевших 
эту стадию. Действие на клетки паклитакселя 
инициирует эндоредупликацию  – отдельные 
клетки становятся гигантскими полиплоидными, 
остальные подвергаются апоптозу. Полиплоиды 
сохраняют способность к эндоредупликации, а 
также к делению с помощью почкования ядра – 
дочерние клетки «приобретают» цитоплазму, 
отделяются от гигантской родительской клетки, 
проходят нормальный клеточный цикл и спо-
собны к длительной пролиферации. Изменения 
генома в таких дочерних клетках могут обуслов-
ливать усиление признаков злокачественной 
трансформации  [89, 90]. В  ряде исследований 
подтверждено, что почкование является основ-
ным механизмом деполиплоидизации и образо-
вания дочерних клонов [86, 91, 92].

Деполиплоидизация может сопровождать-
ся изменениями в транскрипции генов-марке-
ров стволовых клеток. Так, показано увеличе-
ние экспрессии генов OCT4, NANOG, SOX2 и 
SSEA1 в гигантских клетках в ответ на пакли-
таксель  [90]. В  полиплоидных клетках (ли-
ния  СТ116) обнаружено повышение экспрес-
сии генов-маркеров стволовых клеток NANOG 
и  CD24. Показана способность этих полиплои-
дов к формированию дочерних колоний  [93]. 
Положительная корреляция между образова-
нием гигантских полиплоидных клеток и по-
вышением экспрессии генов стволовости под-
тверждена и в других работах [48, 94].

Гены-маркеры стволовых клеток. В  опу-
холевых клетках, которые приобрели фено-

тип старения, индуцированного невысокими 
дозами химиопрепаратов, происходит пе-
репрограммирование транскрипции генов: 
транскрипционная программа этих клеток 
отличается от родительской и направлена на 
выживание этих клеток  [22]. Не  удивитель-
но, что многие работы указывают на актива-
цию экспрессии генов-маркеров стволовых 
клеток (МСК) (CD44, CD133, NANOG и  др.) в 
опухолевых клетках при индуцированном хи-
миопрепаратами старении  [22–24]. Одними 
из первых на это обратили внимание Sabisz 
и Sklandanowski [85], обнаружившие, что в 1% 
клеток аденокарциномы легкого  А549, прео-
долевших старение, экспрессируются маркеры 
стволовости CD34 и CD117. Milanovic et al. [22] 
показали, что клетки, находящиеся в стадии 
доксорубицин-индуцируемого старения, име-
ют измененный транскрипционный профиль 
экспрессии генов стволовости, в частности, 
ALDH, ABC-транспортеров, CD133 и CD34. Ре-
зультаты получены на линиях клеток различ-
ного происхождения, а также на первичных 
опухолях пациентов и подтверждены для он-
коген-индуцируемого (B-Raf) и репликатив-
ного старения. Выход клеток из старения ав-
торы связывают именно с приобретением ими 
свойств стволовости.

В исследовании, проведенном Karabicici 
et  al.  [23], показано влияние доксорубицина 
на транскрипционный профиль генов-мар-
керов стволовых клеток при становлении фе-
нотипа старения. Клетки карциномы печени 
HuH7 были разделены на две популяции по 
экспрессии в них маркеров EpCaM+/CD133+ 
и EpCaM–/CD133–. В обеих популяциях инду-
цировалось клеточное старение и показана их 
способность к выходу из этой стадии. Интерес-
но, что доксорубицин приводил к изменению 
экспрессии генов стволовости (NANOG, OCT4, 
KLF4, EpCaM, CK19, ANXA3, LGR5 и ABCG2) в 
обеих популяциях  – дальнейшее увеличение 
в популяции EpCaM+/CD133+ и появление в 
популяции EpCaM–/CD133–, где первоначаль-
но гены стволовости не экспрессировались. 
Клетки из популяции EpCaM–/CD133–при вы-
ходе из старения пролиферировали быстрее по 
сравнению с популяцией EpCaM+/CD133+, а 
также оказались способны инициировать опу-
холи in vivo. Авторы указывают на Wnt/β-кате-
нин-опосредованную регуляцию экспрессии 
генов-маркеров стволовых клеток под воздей-
ствием доксорубицина  [23]. Ингибирование 
этого сигнального пути приводило к сниже-
нию индуцированной доксорубицином экс-
прессии генов-маркеров стволовых клеток: 
LGR5, CK19, NANOG, KLF4, ANXA3 и ABCG2.
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Увеличение популяции клеток CD44+/
CD24– обнаружено в клонах, переживших ста-
рение  [24, 88]. В  исследованиях профиля экс-
прессии генов стволовости в потомстве клеток, 
преодолевших старение, также обнаруживает-
ся увеличение экспрессии генов CD133, OCT4, 
ALDH1, CD44  [39, 88, 95]. В  таких клетках от-
мечают приобретение устойчивости к химио-
препаратам  [96, 97] и активацию репарации 
ДНК, что также способствует выживанию кле-
ток  [98–100]. В  клетках, преодолевших старе-
ние, отмечена активация транскрипционных 
факторов, регулирующих ЭМП, и метастатиче-
ский потенциал [97, 101, 102]. Так, повышенная 
экспрессия CD44 и  CD24 при раке носоглотки 
сопровождается увеличением экспрессии ге-
нов-маркеров стволовых клеток OCT4, NANOG, 
KLF4 и c-MYC и генов TWIST и  SNAIL, регу-
лирующих ЭМП, т.е.  наблюдается перепро-
граммирование транскрипции. Результатом 
коэкспрессии CD44 и  CD24 является также 
повышенная способность клеток к миграции 
и инвазии и развитие лекарственной устой-
чивости. CD44/CD24-индуцированное пере-
программирование транскрипции является 
Stat3-опосредованным: ингибитор S3I-201 от-
меняет эффекты гиперэкспрессии CD44/CD24: 
снижается экспрессия OCT4 и  TWIST, умень-
шается миграционная способность клеток и 
лекарственная устойчивость  [101]. Анализ ко-
экспрессии Е-кадгерина и виментина в β-ка-
тенин-положительных (маркер стволовости) 
клетках из биоптатов метастазов рака яичника 
выявил положительную корреляцию указан-
ных маркеров с прогрессией опухоли (ЭМП, 
метастазирование) [97, 103].

Другие регуляторы. Итак, индуцированное 
химиотерапией старение клеток сопровожда-
ется перепрограммированием транскрипции, 
направленным на усиление фенотипов стволо-
вости и злокачественной трансформации [22]. 
У таких клеток высок потенциал преодоления 
старения и формирования агрессивных кло-
нов. Этот процесс регулируется, в частности, 
глутамином. Анализируя маркеры стволовости 
в клонах, образованных клетками MCF7, прео-
долевшими старение, Pacifico et al. [24] наблю-
дали увеличение доли клеток CD44+/CD24–/низ 
в таких клонах. В этих клетках была обнаруже-
на гиперэкспрессия транспортеров глутами-
на SLC1A5 и SNAT1. Снижение концентрации 
глутамина в среде или ингибирование SLC1A5 
и SNAT1 уменьшало популяцию родительских 
клеток, несущих маркеры стволовости, и сни-
жало их способность к выходу из старения. 
Эта же группа авторов показала, что трабекте-
дин (см.  раздел «Лекарственные комбинации 

для преодоления индуцированного старения 
опухолевых клеток») ингибирует преодоление 
старения путем снижения уровня транспор-
тера глутамина SLC1A5 и глутаминсинтета-
зы [104]. Пропролиферативный эффект транс-
портера глутамина SNAT1 показан и в других 
работах [105–107].

Помимо индукции экспрессии маркеров 
стволовых клеток, при старении происходят 
изменения транскрипции и других генов – по-
тенциальных маркеров выхода клеток из этой 
стадии. С  помощью протеомного анализа об-
наружен белок  AGR2 семейства протеинди-
сульфидизомераз [108], гиперэкспрессирован-
ный в клетках рака молочной железы  [109]. 
Этому белку отводят роль в метастазировании 
и устойчивости клеток к тамоксифену и доксо-
рубицину [110, 111]. Уровень AGR2 увеличива-
ется в клетках MCF7, вышедших из старения, 
индуцированного доксорубицином, но не в 
клетках, остающихся на этой стадии. Инги-
бирование AGR2 приводит к значительному 
снижению количества клонов, способных пре-
одолеть старение. Кроме того, внеклеточный 
(секретируемый) AGR2 увеличивает количе-
ство вышедших из стадии старения клонов. 
Авторы указывают на mTORC2/Akt-опосре-
дованный механизм действия AGR2 на выход 
из старения – ингибирование AGR2 – сопро-
вождается снижением фосфорилирования Akt 
по  Ser473, что препятствует выходу клеток из 
индуцированного доксорубицином старе-
ния [77, 109]. Этот вывод также подтверждает-
ся тем, что результатом ингибирования mTOR 
и AKT с помощью торина и  iAKT1/2 соответ-
ственно является предотвращение выхода кле-
ток из стадии клеточного старения [77, 109].

Jonchere  et  al.  [66] ранее показали спо-
собность клеток  LS174T к выходу из старе-
ния, индуцированного метаболитом ириноте-
кана  SN38. Обнаружено, что антиапоптоти-
ческие белки Mcl-1 и Bcl-xL необходимы для 
выживания клеток на ранних стадиях ответа 
на  SN38. Кроме того, снижение экспрессии 
Mcl-1 с использованием РНК-интерферен-
ции, а также ингибирование Mcl-1 и Bcl-xL с 
помощью пан-Bcl-2, блокатора ABT737, значи-
тельно уменьшало долю клеток, преодолевших 
старение. В других исследованиях подтвержда-
ется роль Mcl-1 в этом процессе [74, 112]. Так, 
показана зависимость выхода из онкоген-ин-
дуцированного (H-RasV12) старения, сопро-
вождающегося снижением  р21, от экспрессии 
Mcl-1 и Bcl-xL: нокдаун этих генов приводил к 
апоптозу, тогда как в родительских клетках та-
кого эффекта не наблюдали [74]. Также гипер-
экспрессия Mcl-1 приводит к увеличению доли 
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клеток, вышедших из доксорубицин-индуци-
рованного старения [112].

Интересно, что в другой работе приме-
нение ингибитора  ABT737 приводило к уве-
личению дочерних колоний  [57]. Такой же 
результат получен и при нокдауне антиапопто-
тического гена Bcl-2. Постановка эксперимен-
та в этой работе отличалась от экспериментов 
Jonchere et al. [66]. Yang et al. [57] изучали вли-
яние вторичных воздействий: ингибирования 
антиапоптотических белков, культивирова-
ния в среде без глюкозы, применения друго-
го препарата  – после 7-дневной инкубации с 
доксорубицином – на способность стареющих 
клеток к повторной пролиферации. Иными 
словами, ингибитором  ABT737 обрабатывали 
клетки после 7  дней с доксорубицином, тогда 
как в работе Jonchere et al.  [66] Mcl-1 и Bcl-xL 
ингибировали одновременно с доксорубици-
ном. Похожая картина наблюдается и в случае 
с  р21 (см.  подраздел «p21»)  – нокаут/нокдаун 
до воздействия вызывает апоптоз при добавле-
нии химиопрепарата, тогда как снижение  р21 
через определенное время после воздействия 
позволяет клеткам возобновить пролифера-
цию. Так как Bcl-2 способствует остановке кле-
точного цикла и увеличению р27 [113], то инги-
бирование функции Bcl-2 в клетках на стадии 
старения приводит к снижению экспрессии р27 
и возврату клеток к пролиферации [57].

В указанной работе проанализировано влия-
ние и других воздействий на выход клеток из 
старения. Отсутствие глюкозы в среде при куль-
тивировании стареющих клеток (7 дней c доксо-
рубицином), а также обработка камптотецином 
приводят к формированию большего количества 
дочерних колоний, чем в среде с физиологиче-
ской концентрацией глюкозы. В  дочерних кло-
нах изменен транскрипционный профиль и по-
вышена способность к миграции и инвазии.

В ходе протеомного исследования секре-
тома стареющих клеток идентифицирован 
тромбоспондин-1  (TSP1), снижение которого 
приводит к значительному увеличению числа 
клонов, способных преодолеть старение  [72]. 
Эффект TSP1 опосредован его рецептором CD47; 
снижение экспрессии последнего также уве-
личивает способность стареющих клеток к по-
вторной пролиферации. Кроме того, в клетках 
с низкой экспрессией CD47 снижается уро-
вень  р21 и увеличивается экспрессия проли-
феративного антигена Ki-67. В соответствии с 
другими работами (см.  выше) ингибирование 
гена р21 способствует выходу из старения, ко-
торое может быть опосредовано увеличением 
экспрессии гена c-MYC, что приводит к сни-
жению уровня CD47 [72].

Ингибирование mTOR препятствует выходу 
клеток LS174T (рак толстой кишки) и MCF7 из 
старения, индуцированного SN38 [73]. Этот же 
эффект наблюдали при нокдауне гена RAPTOR, 
продукт которого связывается с mTOR и необ-
ходим для его активации. Известно, что mTOR 
является активатором транскрипции генов 
тРНК в опухолевых клетках [114]. Ингибирова-
ние mTOR приводит к снижению тРНКTyr-GTA 
и тРНКLeu-CAA. Напротив, в дочерних клонах 
значительно увеличивались тРНКTyr-GTA и 
тРНКLeu-CAA. Эти данные говорят об опосре-
дованном определенными тРНК механизме вы-
хода клеток из старения. Авторы подтвердили 
этот вывод с помощью ингибирования актив-
ности специфических лигаз – LARS (тРНКLeu), 
YARS (тРНКTyr) и CARS (тРНКCys, отрицатель-
ный контроль)  – и показали, что снижение 
уровня первых двух лигаз значительно умень-
шало количество дочерних колоний. Инакти-
вация YARS связана со снижением экспрессии 
пропролиферативных генов-мишеней тран-
скрипционного фактора E2F1 в клетках MCF7. 
Однако в клетках  LS174T подобной связи не 
наблюдали, что указывает на роль контекст-
специ фических факторов в механизме выхода 
клеток из старения  [73]. Среди таких особен-
ностей – стадия нарушения клеточного цикла. 
Так, клетки НСТ116, в которых задержка цикла 
происходила на стадии G1 с последующей ин-
дукцией старения, формировали больше ко-
лоний, чем клетки, в которых остановка цикла 
происходила на других стадиях [115].

Еще одной потенциальной мишенью для 
действия ингибиторов индуцированного химио-
терапией клеточного старения и/или выхода 
клеток из этой стадии является белок сурвивин 
(survivin,  BIRC5) из семейства ингибиторов 
апоптоза (inhibitor of apoptosis, IAP). Гиперэкс-
прессия гена, кодирующего сурвивин (BIRC5), 
обнаружена в клетках, выходящих из старения, 
и связана с устойчивостью к химиопрепаратам 
[116]. Активность гена BIRC5 регулируется ком-
плексами циклин В–CDK1. Ингибирование 
экспрессии BIRC5 до воздействия камптотеци-
ном приводит к переключению клеток  Н1299 
со старения (вызываемого той же дозой пре-
парата при отсутствии подавления сурвиви-
на) на апоптоз  [116]. При исследовании роли 
клеточного контекста, концентраций препа-
ратов, сурвивина и апоптоза установлено, что 
отсутствие сурвивина в клетках тройного нега-
тивного рака молочной железы (линия MDA-
MB-231) усиливает апоптоз при воздействии 
невысоких концентраций доцетаксела, тогда 
как в клетках Hela доля апоптотических клеток 
при тех же воздействиях снижается [117].
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Интересно, что снижение экспрессии 
BIRC5 в клетках, преодолевших старение, так-
же приводит к увеличению апоптотической 
фракции  subG1. Этот результат указывает, что 
даже в клетках, преодолевших старение и вер-
нувшихся к пролиферации, транскрипционная 
программа отличается от таковой в интактных 
клетках. Снижение уровня сурвивина после об-
работки клеток СРТ ингибирует образование 
колоний [116]. Этот же эффект наблюдается и в 
клетках Hela после воздействия доцетакселем – 
ингибирование экспрессии BIRC5 препятству-
ет выходу клеток из стадии старения [117].

При исследовании роли сурвивина и CDK1 
в выходе клеток из стадии старения установле-
но, что нокдаун BIRC5 в клетках глиобластомы 
приводит к значительному снижению колоние-
образования после индуцированного темозо-
ломидом старения. Напротив, гиперэкспрес-
сия BIRC5 и  CDK1 способствовали возврату 
клеток к пролиферации. Клетки с понижен-
ной экспрессией BIRC5 более чувствительны к 
темозоломиду [60]. В целом, сурвивин рассма-

тривается как перспективная мишень проти-
воопухолевой терапии [118].

Ключевыми регуляторами перехода клет-
ки из G2/ M в G1 следующего цикла являются 
циклин  D1 и протеинкиназа  CDK4. Уровень 
циклина D1 повышается при индукции старе-
ния, тогда как CDK4 регулирует выход из этой 
стадии: ингибирование CDK4 палбоцикли-
бом или РНК-интерференцией значительно 
снижает количество клонов, преодолевших 
старение, индуцированное доксорубицином 
и SN38 [119]. Мишенью CDK4 является тран-
скрипционный фактор  E2F1, регулирующий 
активность метилтрансферазы  EZH2, важной 
для прогрессии опухоли  [120, 121]. Экспрес-
сия этой метилтрансферазы снижается на на-
чальных стадиях старения и возобновляется 
в клонах, преодолевших старение (вторичная 
пролиферация). Ингибирование активности 
метилтрансферазы с помощью 3-деазанеплано-
цина  A и  GSK343 значительно снижает коли-
чество вышедших из старения клонов. Ком-
бинация ингибитора протеинкиназ CDK4/6 

Рис. 2. Регуляция выхода клеток из старения, индуцированного действием химиопрепаратов
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(палбоциклиба) и метилтрансферазы  (GSK343) 
усиливает антипролиферативный эффект от-
дельного соединения. С помощью протеомного 
анализа обнаружена мишень метилтрансфера-
зы – белок AP2M1, являющийся субъединицей 
адапторного комплекса  АР2. Ингибирование 
экспрессии AP2M1 препятствует выходу клеток 
из старения [119].

Возникновение старения сопровождает-
ся активацией NF-κB (p65, RelA) и его генов-
мишеней. Проявлением этой активности яв-
ляется SASP  [51, 122]. Однако недавно обна-
ружено, что р65 играет роль и в выходе кле-
ток из старения  [123]. Для выхода клеток 
глиобластомы (линии  U87, SF268 и первич-
ная культура из опухоли пациента) из инду-
цированного ципрофлоксацином старения 
необходима транслокация р65 в ядро: ее ин-
гибирование анакардовой кислотой (anacardic 
acid) и  JSH23 способствует продлению ста-
рения и гибели клеток. Данные результаты 
были также подтверждены in  vivo  – обрабо-
танные ципрофлоксацином клетки U87, кото-
рые приобрели фенотип старения, при транс-
плантации мышам образовывали агрессивную 
опухоль, тогда как комбинация ципрофлокса-
цина и  JSH23 предотвращала формирование 
опухоли [123].

В процессе рецензирования данного об-
зора вышла еще одна статья, посвященная 
исследованию перепрограммирования тран-
скрипции генов, как механизма регуляции пла-
стичности опухолевых клеток и приобрете-
нию ими устойчивости к химиотерапии  [124]. 
В своей работе авторы указывают на уникаль-
ную роль одного из важнейших компонентов 
SASP, EREG  (эпирегулина), пептидного гор-
мона из семейства эпидермальных ростовых 
факторов, в малигнизации микроокружения 
опухолевых клеток, подвергшихся действию 
химиотерапии, и приобретении ими устойчи-
вости к препаратам. Ген EREG активируется в 
ответ на повреждение ДНК с участием NF-κB и 
транскрипционного фактора E/CBP. Секреция 
EREG клетками стромы «перепрограммирует» 
транскрипционный профиль опухоли: активи-
руются пролиферация и инвазивность, снижа-
ется ответ на действие лекарств. Элиминация 
EREG ингибирует процессы малигнизации 
микроокружения, что указывает на EREG, как 
на важнейший компонент SASP и потенциаль-
ную мишень для терапии с целью минимиза-
ции последствий терапии, в частности станов-
ления лекарственной устойчивости [124].

На рис. 2 представлены механизмы регуля-
ции выхода клеток из старения, индуцирован-
ного противоопухолевыми воздействиями.

ЛЕКАРСТВЕННЫЕ КОМБИНАЦИИ 
ДЛЯ ПРЕОДОЛЕНИЯ 

ИНДУЦИРОВАННОГО СТАРЕНИЯ 
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

Как следует из вышеизложенного, при-
обретение опухолевыми клетками фенотипа 
старения  – неблагоприятный результат тера-
певтических воздействий. Этим обусловлена 
разработка препаратов, воздействующих пре-
имущественно на стареющие клетки (сено-
литическая терапия). Среди таких препара-
тов в первую очередь ингибиторы механизмов 
выживания клетки  – например, ингибиторы 
Bcl-2 (Bcl-W и Bcl-xL), навитоклакс и вене-
токлакс  [125, 126]. Для ингибирования SASP 
целесообразно применение блокаторов NF-κB 
и C/EBPβ – транскрипционных факторов, ре-
гулирующих секреторный фенотип  [51, 122], 
а также ингибиторы mTOR (прототип – рапа-
мицин) для снижения экспрессии IL-1α [127]. 
Заслуживает внимания элиминация старею-
щих клеток воздействием на эффекторы им-
мунной системы: NK-клетки, цитотоксиче-
ские Т-лимфоциты и лимфоциты, несущие 
специфические химерные рецепторы (CAR-Т) 
для лизиса клеток в стадии старения [128].

Развитие сенолитиков в комбинации с хи-
миолучевыми воздействиями перспективно для 
снижения риска рецидивирования опухолей. 
Навитоклакс улучшает эффект противоопухо-
левой химиотерапии за счет индукции в клетках 
апоптоза с помощью ингибирования антиапоп-
тотических белков семейства Bcl-2 [126, 129]. Он 
обладает широким спектром активности, дей-
ствуя на разные типы клеточных линий  [130, 
131]. Однако его применение ограничено из-за 
тромбоцитопении и нейтропении, обусловли-
вающих общерезорбтивную токсичность  [14, 
132, 133]. Комбинация дазатиниба (ингибитор 
тирозинкиназы  Abl, применяемый в лечении 
Bcr-Abl-положительного хронического миело-
идного лейкоза) и флавоноида кверцетина так-
же используется для элиминации стареющих 
клеток  [129, 132]. Более эффективный флаво-
ноид физетин  [134, 135] оказывает противо-
опухолевое действие на линиях меланомы, рака 
легкого, молочной железы, носоглотки, пред-
стательной железы: подавляет пролиферацию, 
способность клеток к миграции и инвазии, 
активирует апоптоз  [136, 137]. Эти эффекты 
физетина обусловлены активацией фосфата-
зы  PTEN и подавлением Akt/GSK-3β-зави-
симого сигналинга в культивируемых клетках 
MDA-MB-231 (BT549) и in vivo  [136]. Физетин 
способен усиливать действие химиопрепара-
тов, что было показано в ряде работ  [138, 139]. 
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Комбинация физетина с низкими дозами 5-фтор-
урацила более эффективна по сравнению с 
5-фторурацилом в монотерапии за счет сни-
жения фосфатидилинозитол-3-киназы  PI3K и 
уменьшения фосфорилирования Akt [138]. Кро-
ме того, физетин повышает чувствительность к 
цисплатину клеток, которые приобрели устой-
чивость к этому соединению [139].

Повышение р21, индуцированное химио- и 
лучевыми воздействиями, активация генов- 
мишеней р21, а также активация транскрипци-
онного фактора NF-κB играют ключевую роль в 
развитии паракринных эффектов SASP, поддер-
живающих жизнеспособность опухоли. Группа 
Roninson установила, что ингибирование р21-
зависимой транскрипции может снижать эти 
эффекты. Селективные ингибиторы транскрип-
ционных протеинкиназ  CDK8/19 ограничи-
вали или отменяли паракринную регуляцию в 
клетках НСТ116, обработанных сублетальными 
концентрациями доксорубицина  [140]. Важно, 
что ингибиторы CDK8/19 замедляли станов-
ление устойчивости к блокаторам рецептора 
эпидермального фактора роста  – гефитиниба 
и эрлотиниба – в клетках BT474 и SKBR [141]. 
Эти важные наблюдения подтверждают роль 
транскрипционной регуляции, а именно пере-
программирования транскрипции, в формиро-
вании признаков старения опухолевых клеток 
после терапевтических воздействий.

Детальная характеристика сенолитиков 
и анализ механизмов их действия описаны в 
недавних обзорах  [14, 129, 142]. Ниже сумми-
рованы сведения о клинических и экспери-
ментальных соединениях, перспективных для 
сенолитических комбинаций.

Палбоциклиб  – ингибитор протеинкиназ 
CDK4 и  CDK6  – применяется в лечении рака 
молочной железы  [143, 144]. Показано, что он 
способствует развитию фенотипа старения [145, 
146]. Jost et al. [145] показали, что палбоциклиб 
увеличивает долю клеток, окрашиваемых на 
маркер старения C12FDG. В сочетании с иони-
зирующим излучением палбоциклиб значи-
тельно снижал экспрессию гена  FOXM1, про-
дукт которого является ингибитором старения. 
Окрашивание клеток AGS и HGC-27 на β-га-
лактозидазу выявило значительное увеличение 
старения в ответ на палбоциклиба и активацию 
экспрессии генов-маркеров старения  – p16, 
p21 и  Тp53. Палбоциклиб снижает пролифе-
рацию и колониеобразование; снижается экс-
прессия Bcl-2, увеличиваются уровни Bax и ка-
спазы-3 [146]. Вместе с тем, как описано выше 
(см.  подраздел «Другие регуляторы»), палбо-
циклиб препятствует выходу клеток из старе-
ния, индуцированного доксорубицином, за счет 

ингибирования сигнального пути CDK4/E2F1/
EZH2/AP2M1 [119].

Гидроксихлорохин первоначально приме-
нялся для лечения малярии и аутоиммунных 
заболеваний. Также применяется для терапии 
злокачественных образований, способствуя 
апоптозу и регрессии ряда опухолей [147, 148]. 
Возможно, его использование в комбиниро-
ванной терапии опухолей – показано, что его 
воздействие на опухолевые клетки легких, 
находящиеся в индуцированном цисплати-
ном старении, приводит к снижению коли-
чества пролиферирующих клонов в условиях 
гипоксии и экспрессии маркеров пролифера-
ции – циклина В и фосфорилированной фор-
мы  Cdc2. Однако гидроксихлорохин может 
способствовать развитию  ЭМП, снижая экс-
прессию Е-кадгерина при гипоксии [71].

Трабектедин является противоопухолевым 
интеркалятором [149]. Его воздействие на ряд 
клеток, находящихся в индуцированном химио-
препаратом клеточном старении, препятствует 
выходу клеток из этой стадии. Эффект прояв-
ляется даже при двух раундах химиотерапии, 
т.е.  когда препаратом повторно воздействуют 
на клоны, вышедшие из клеточного старения, 
индуцированного в первом раунде. Использо-
вание трабектедина в комбинированной тера-
пии приводит к снижению популяции клеток с 
фенотипами стволовости – CD44+/CD24–/низ, а 
также к снижению белков метаболизма глута-
мина: глутаминсинтетазы и SLC1A5 [104, 150].

Использование ингибитора Akt (GSK690693) 
также снижает способность клеток к выходу из 
старения. Совместное применение GSK690693 
и SN38 приводит к снижению количества кло-
нов в результате активации белка Noxa, вызван-
ной ингибированием  Akt, связыванием Noxa с 
Mcl-1 и индукцией апоптоза  [77]. Ингибиторы 
mTOR рапамицин и торин-1, известные как ак-
тиваторы аутофагии, также перспективны как 
сенолитики благодаря снижению количества 
клеток, вышедших из индуцированного сое-
динением  SN38 старения  [73]. Оломоуцин  – 
ингибитор  CDK1, использующийся главным 
образом в исследовательских целях. Действие 
этого соединения на клетки  Н1299 в стадии 
старения сопровождается снижением форми-
рования пролиферирующих клонов за счет ин-
гибирования активности CDK1  [67]. Эффект 
оломоуцина может быть опосредован снижени-
ем экспрессии  BRCIP5: эктопическая экспрес-
сия этого гена приводила к увеличению коли-
чества клонов, вышедших из старения, тогда 
как добавление оломоуцина отменяло этот эф-
фект  [116]. JSH23  является селективным инги-
битором  NF-κB. Его совместное применение 
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Ингибирование внутриклеточных мишеней в клетках, претерпевающих индуцированное терапией старение

Мишень Способ ингибирования Ссылки

SLC1A5/SNAT1 трабектедин [104, 150]

Mcl-1* siRNA [66, 74]

Mcl-1/Bcl-xL ABT737 [66]

AGR2 siRNA [109]

mTOR/AKT iAKT1/2, торин [77, 109]

AKT GSK690693 [77]

mTOR торин-1/рапамицин [73]

лигазы: тРНК-лейцин/тирозин LARS/YARS/siRNA [73]

Cdc2/Cdk1 оломоуцин/siRNA [67, 116]

Survivin* siRNA [60, 116, 117]

CDK4 палбоциклиб/siRNA [119, 146]

EZH2 DZNep/GSK343 [119]

AP2M1 siRNA [119]

p65 (транслокация в ядро)* анакардовая кислота/JSH23 [123]

развитие аутофагии (мишень точно не определена) гидроксихлорохин [71]

Примечание. * Мишени, ингибирование которых также приводит к апоптозу.

с ципрофлоксацином препятствует выходу кле-
ток из старения за счет ингибирования транс-
локации субъединицы р65 в ядро (подробно 
рассмотрено в подразделе «Другие регулято-
ры») [123].

В таблице суммированы способы ингиби-
рования (фармакологические и РНК-интер-
ференция) определенных мишеней в клетках 
в стадии клеточного старения (в комбинации с 
химиопрепаратами), результатом чего являет-
ся снижение количества повторно пролифери-
рующих клонов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Пластичность  – свойство, обусловливаю-
щее приспособление эукариот к разнообраз-
ным внешним раздражителям, в опухолевых 
клетках выступает как фактор адаптации к те-
рапевтическим воздействиям и, следовательно, 
прогрессии новообразования. В  основе такой 
способности лежит быстрая реорганизация ме-
таболизма: клетки выживают после однократ-

ного воздействия, а новые свойства закрепятся 
в потомстве и послужат селективным преиму-
ществом в последующих стрессовых ситуациях. 
Среди механизмов срочной адаптации мы вы-
деляем перепрограммирование транскрипции 
генов  – особую совокупность молекулярных 
событий, обеспечивающих оптимальный от-
вет клетки. Перепрограммированию подлежат 
не любые гены и не в любых ситуациях; кроме 
того, этот механизм тканеспецифичен.

Консервативные терапевтические воздей-
ствия опосредуются многочисленными путя-
ми передачи внутриклеточных сигналов, в 
результате чего изменяется профиль экспрес-
сии генов. Правомерно предположить, что 
ответ клеток на терапевтические стимулы об-
условлен быстрым приспособлением генной 
экспрессии. В  последние годы показана экс-
периментальная возможность замедлить или 
предотвратить развитие признаков прогрессии 
в опухолевых клетках, переживших терапевти-
ческий стресс, благодаря мишень-направлен-
ному воздействию на механизмы перепрограм-
мирования транскрипции.
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Старение  – нежелательный результат те-
рапии: опухоль не просто выживает; про-
блему усложняет приобретение агрессивных 
свойств. Поэтому важным является внедрение 
в клиническую практику сенолитиков. Однако 
воздействия на клетки со сформированными 
свойствами могут оказаться недостаточными. 
Установление механизмов возникновения ста-
рения и образования опухоли с новыми фено-
типическими признаками, а также развитие 
медицинской химии модуляторов транскрип-
ции позволяют поставить вопрос о рациональ-
ных комбинациях таких соединений с приме-
няемыми в клинике и новыми (проходящими 
испытания) препаратами для отмены «усколь-
зания» опухолевых клеток и повышения эф-
фективности лечения: добиваться не анти-

пролиферативного эффекта  – временного и 
обратимого, но именно гибели опухоли.
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THERAPY INDUCED TUMOR CELL SENESCENCE: 
MECHANISMS AND WAYS TO OVERCOME

Review

M. A. Zamkova1,2*, N. A. Persiyantseva1,2, V. V. Tatarskiy1, and A. A. Shtil2,3

1 Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, 119334 Moscow, Russia; E-mail: zamkovam@gmail.com
2 Blokhin National Medical Research Center of Oncology, 115478 Moscow, Russia

3 National Research Nuclear University MEPHI, 115409 Moscow, Russia

The plasticity of tumor cells due to the multiplicity of molecular regulation allows to evade the cytocidal 
effects of chemo- and/or radiation therapy. Metabolic adaptation of survived cells is based on transcriptional 
reprogramming. Because of the similarities with the natural cell aging, specific features of survived tumor 
cells comprise the phenotype of therapy induced senescence. Most importantly, the senescent cells 
differ from the parental since they become less responsive to drugs and form the aggressive progeny. The 
importance of the problem is explained by general biological significance of transcriptional reprogramming 
as a mechanism of adaptation to stress, and by the emerging perspective of its pharmacological targeting. 
We analyze the mechanisms of regulation of therapy induced tumor cell senescence, as well as the new drug 
combinations to prevent this clinically unfavorable phenomenon.

Keywords: transformed cells, cytotoxicity, intracellular signals, therapy induced cell senescence, gene transcription, 
antitumor treatment
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Аминокислотные последовательности белков оболочки  (БО) таких потексвирусов, как Х-вирус 
картофеля  (ХВК) и вирус мозаики альтернантеры  (ВМАльт), имеют около 40% идентичных ами-
нокислотных остатков. Однако N-концевые домены  БО этих вирионов отличаются как по длине, 
N-концевой домен БО  ХВК длиннее на 28  остатков (ΔN  =  28), так и по аминокислотной после-
довательности. В  настоящей работе определено влияние N-концевого домена  БО на структуру 
и физико-химические свойства вирионов ХВК и ВМАльт. Было показано, что температура плав-
ления препаратов ХВК выше на 10–12 °С, чем у препаратов ВМАльт, спектры кругового дихроизма 
этих вирусов значительно отличаются. Пространственное выравнивание имеющихся структур БО 
потексвирусов высокого разрешения показало, что величина RMSD Сα-атомов была максимальна 
именно для N-концевых доменов двух сравниваемых моделей. Согласно компьютерному моделиро-
ванию, ΔN-пептид N-домена БО ХВК полностью разупорядочен. По данным синхротронного ма-
лоуглового рентгеновского рассеяния (МУРР), структура БО в составе вирионов ХВК и ВМАльт от-
личается, в частности, БО ХВК имеет больший размер областей кристалличности, а значит и более 
упорядочен. С помощью МУРР были рассчитаны диаметры вирионов и параметры спирали в рас-
творе. Выявлено влияние конформации и локализации N-концевого домена БО ХВК относительно 
поверхности вириона на его структуру. Предположительно, повышенная в сравнении с ВМАльт тер-
мостабильность вирионов ХВК обеспечивается удлиненными N-концевыми доменами (ΔN = 28), 
которые контактируют между соседними субъединицами БО в вирионе ХВК.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: потексвирусы, Х-вирус картофеля, вирус мозаики альтернантеры, белок оболочки, 
N-концевой домен, круговой дихроизм, малоугловое рентгеновское рассеяние.
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ВВЕДЕНИЕ

Многие из нитевидных вирусов растений 
являются опасными патогенами сельскохозяй-
ственных культур  [1]. Поэтому их исследова-

нию (структурному и функциональному) уде-
ляется существенное внимание. С  помощью 
непрямых методов структурного анализа проде-
монстрировано, что белки оболочки  (БО) по-
текс- и потивирусов частично неупорядоченны, 
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вследствие  чего их вирионы оказались значи-
тельно более лабильными, чем предполага лось 
ранее  [2, 3]. Обнаружено, что БО неко торых 
вирусов растений имеют разупорядоченные 
N-концевые домены различной длины на по-
верхности вирионов. С  помощью рентгено-
структурного анализа удалось получить часть 
структуры БО вируса мозаики папайи  [4], 
по данным криоэлектронной микроскопии 
(крио-ЭМ) получены фрагменты структур ви-
руса мозаики бамбука, вируса мозаики пепи-
но [5, 6] и вириона Х-вируса картофеля (ХВК) 
с разрешением 2,2  Å  [7]. Оказалось, что цен-
тральные части БО всех вышеперечисленных 
потексвирусов имеют сходную структуру, об-
разованы семью альфа-спиралями, располо-
женными в довольно сложной топологии, и 
структурно гомологичны БО потивирусов. Не-
смотря на сходство пространственных струк-
тур, БО потексвирусов характеризуются раз-
личными физико-химическими свойствами. 
Так, например, БО  ХВК, выделенный из ви-
русных частиц, не способен к полимеризации 
и формированию вирусоподобных частиц при 
отсутствии РНК, в отличие от капсидных бел-
ков других потекс-  [8–11] и потивирусов  [12]. 
Вирионы ХВК имеют специфические оптиче-
ские свойства, выявляемые спектроскопией 
кругового дихроизма  (КД) в дальнем и ближ-
нем ультрафиолете  (УФ)  [3, 13]. Кроме того, 
была обнаружена функционально-структурная 
перестройка вирионов ХВК, «ремоделирова-
ние», в ходе которой нетранслируемые вирио-
ны переходят в метастабильное состояние транс-
ляционной активации, в которой участвуют 
N-концевые домены БО [14].

Изучение структуры нитевидных виру-
сов растений классическими методами имеет 
ограничения в связи с длиной и гибкостью ви-
русных частиц. Вследствие этого выбор мето-
дов структурного анализа приобретает особое 
значение. Эффективным и информативным 
является метод малоуглового рентгеновского 
рассеяния  (МУРР), позволяющий проводить 
изучение структурных свойств биологических 
объектов в растворе при заданных температу-
ре, pH, солевом составе и других параметрах 
среды. Следует отметить серьезный прогресс 
последних десятилетий в развитии МУРР: по-
явились новые подходы анализа и интерпрета-
ции данных, были разработаны эффективные 
программы компьютерного моделирования 
структуры  [15] для изучения строения биоло-
гических макромолекул в растворе [16]. Ранее 
с помощью этого метода нами был выполнен 
структурный анализ вирионов и реполимеров 
БО палочковидного вируса табачной мозаи-

ки  (ВТМ). Мы показали, что профиль  МУРР 
выявляет ряд особенностей структуры палоч-
ковидной вирусной частицы: форму, диаметр, 
шаг спирали или периодичность структуры 
вирионов и реполимеров  ВТМ  [17], и полу-
ченные данные хорошо согласовывались с из-
вестными характеристиками  ВТМ. Методом 
МУРР были также исследованы особенности 
строения нитевидных вирионов А-вируса кар-
тофеля (АВК) [18].

В настоящей работе МУРР и несколько 
комплементарных физико-химических мето-
дов были использованы для сравнительного 
анализа структуры нитевидных вирионов по-
тексвирусов ХВК и ВМАльт в растворе. Ос-
новной задачей данного исследования было 
определение влияния структуры N-концевых 
доменов на строение и физико-химические 
свойства вирионов ХВК и ВМАльт. С  этой 
целью по данным МУРР и доступным струк-
турам БО (PDB ID: 6R7G для ХВК и PDB ID: 
7OG6 для ВМАльт) было проведено моделиро-
вание структуры вирусных частиц в растворе с 
учетом подвижных N-концевых доменов. При 
этом для БО  ХВК структура была дополнена 
отсутствующим в атомной модели подвижным 
фрагментом N-концевого домена, состоящим 
из дополнительных 28  а.о.  – ΔN-пептидом. 
Для этого были использованы гибридные ме-
тоды моделирования и структурного анали-
за  МУРР  [15, 16]. Полученные результаты 
могут позволить объяснить отличия физи-
ко-химических характеристик и свойств БО в 
составе вирионов ХВК и ВМАльт.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение ВМАльт и ХВК. Препараты ви-
русов из коллекции кафедры вирусологии МГУ 
имени М.В.  Ломоносова  – ВМАльт (штамм 
AltMV-Moscow University, GenBank accession 
No. FJ822136)) и ХВК (Русский штамм, GenBank 
accession No. AAA47171.1) – выделяли согласно 
протоколам, описанным ранее [8, 19].

Электрофоретический анализ белков в дена-
турирующем полиакриламидном геле  (ПААГ). 
Электрофорез проводили в пластинах ПААГ с 
градиентом акриламида 8–20% и N, N′-мети-
ленбисакриламида – 0,08–0,2% [20]. Для съем-
ки окрашенных Coomassie G-250 ПААГ исполь-
зовали гель-документирующую систему Сhemi 
Doc XRS+ с программным обеспечением Image 
Lab Software («Bio-Rad», CША).

Просвечивающая электронная микроскопия 
(ПЭМ). Исследуемый препарат сорбировали на 
медных сетках, покрытых коллодиевой пленкой 
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с углеродным напылением, и контрастировали 
2%-ным водным раствором уранилацетата. На-
блюдения проводили с помощью электронного 
микроскопа «JEM-1400» («JEOL», Япония) при 
напряжении 80  кВ с цифровой фотокамерой 
«Olympus Quemesa», используя программное 
обеспечение «Olympus Soft Imaging Solutions 
GmbH» («Olympus», Германия).

Измерение спектров кругового дихроизма. 
Спектры  КД измеряли в 5  мМ Tris-HCl-буфе-
ре (pH  7,8) при 20  °С в 1–2-мм кюветах на 
дихрографе Chirascan («Applied Photophysics», 
Англия). Концентрация образцов составля-
ла 50–100  мкг/мл. Спектры  КД записывали 
на скорости 0,5–1,0  нм/с в дальнем диапазоне 
УФ-спектра (185–250  нм) с вычетом базовой 
линии. Измеренные спектры обрабатывали 
с использованием стандартного пакета про-
граммного обеспечения, поставляемого с при-
бором. Величины  КД выражали в величинах 
молярной эллиптичности [Θ], как описано ра-
нее [18]. Для термического анализа каждый пре-
парат нагревали в кюветном отделении дихро-
графа от 40 до 85 °С со скоростью 1 °С в минуту. 
Регистрацию каждого нового спектра начинали 
после увеличения температуры на 3 °С.

Биоинформатический анализ первичной и 
третичной структуры БО потексвирусов. Вырав-
нивание аминокислотных последовательностей 
БО выполнено с помощью программы Clustal 
Omega  [21]. Количественную оценку сходства 
последовательностей проводили попарным 
выравниванием аминокислотной последова-
тельности БО без 28 N-концевых а.о. БО ХВК. 
Пространственное выравнивание  выполня-
ли с использованием программы Swiss-Pdb 
Viewer  3.7 (http://www.genebee.msu.su/spdbv/). 
В  качестве матрицы использовали структуру 
БО ХВК в составе вириона, полученную мето-
дом крио-ЭМ [7]. Профиль RMSD по последо-
вательности определяли для пар Cα-атомов со-
гласно пространственному выравниванию. Для 
анализа уровня структурной организации БО 
использовали программу предсказания IUPred 
(http://iupred.enzim.hu/), основанную на алго-
ритме оценки способности остатка образовы-
вать выгодные парные контакты.

Эксперимент и анализ данных МУРР. Экс-
перимент по малоугловому рентгеновско-
му рассеянию проводился на синхротроне 
Petra III (DESY, Гамбург) на станции P12 [22], 
которая оснащена оборудованием для автома-
тической смены образцов и двумерным детек-
тором Pilatus  2M («DECTRIS», Швейцария). 
Интенсивность рассеяния  I(s) была измере-
на в области значений волновых векторов 
0,07 <  s < 7 нм–1, где s = (4π⋅sinθ)/λ; 2θ – угол 

рассеяния и λ  =  0,124  нм  –  длина волны рас-
сеяния. При моделировании четвертичной 
структуры вирионов использовались кривые 
МУРР до  s  =  2,7  нм–1, поскольку данные на 
более высоких углах соответствуют рассеянию 
от атомной структуры, которая не менялась 
в процессе моделирования. Кроме того, вы-
бранная область является наиболее информа-
тивной вследствие меньшего уровня экспери-
ментального шума. Для каждого образца было 
снято по 50 экспериментальных кривых рассея-
ния с целью контроля возможных радиацион-
ных повреждений. Также по  50  кривых рассея-
ния было получено для буферных растворов 
перед каждой серией экспериментов на об-
разце и после. Первичная обработка данных, 
включающая усреднение 50 кривых рассеяния 
и вычет сигнала от буфера, а также определе-
ние структурных инвариантов проводились с 
помощью программы PRIMUS  [23]. Дальней-
шая обработка полученных данных проводи-
лась с помощью программ специального паке-
та ATSAS [24].

Характеристики внутренней структуры 
упорядоченных или частично упорядоченных 
полимерных образцов вычислялись с помощью 
интерактивной программы PEAK  [23] путем 
приближения гауссовых профилей к выбран-
ным брэгговским пикам на кривых рассеяния. 
Средний размер кристаллитов  (L) и степень 
разупорядоченности в системе Δ/d вычисля-
лись в соответствии с формулами (1) и (2) [25]:

L = λ/βs⋅cosθ, (1)

Δ / d = 1
π  ·   βs · d 

λ
, (2)

где βs – полуширина брэгговского пика (в ра-
дианах) при угле рассеяния  2θ, d  =  2π/smax  – 
характеристический размер упорядоченных 
областей, соответствующий положению брэг-
говского пика  smax, а  Δ  – среднеквадратичное 
отклонение расстояния между двумя ближай-
шими периодическими мотивами структуры.

Для определения максимального разме-
ра частиц (Dmax) и построения функций рас-
пределения по расстояниям  p(r) использова-
лась программа GNOM  [26]. Для получения 
полноразмерных моделей вирионов ВМАльт 
и ХВК использовалась комбинация про-
грамм CHIMERA (https://www.cgl.ucsf.edu/
chimera/)  [27], SUPPDB и MASSHA  [28]. 
CHIMERA позволяет задать правило для раз-
множения атомной модели мономера с тем, 
чтобы сгенерировать спираль вириона и  за-
тем сохранить всю получившуюся структуру. 
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SUPPDB  [29] находит матрицу трансформа-
ции одной субъединицы в другую для их опти-
мального наложения и может затем применить 
такую же трансформацию последовательно к 
фрагменту, состоящему из нескольких субъ-
единиц, чтобы также получить целую спираль. 
MASSHA  реализует метод молекулярной тек-
тоники. Эта программа сочетает в себе ин-
терактивный и автоматизированный поиск 
взаимной ориентации мономеров комплекса, 
оперируя ими как твердыми телами, и  позво-
ляет сохранять объекты PDB в их текущих по-
зициях, что удобно для хранения результатов 
интерактивного или автоматизированного по-
строения модели.

Для создания различных конформаций 
N-концевых фрагментов использовалась про-
грамма RANCH  [30], которая создает набор 
независимых моделей со случайной конфор-
мацией участка структуры, отсутствующего 
в модели высокого разрешения, с учетом ин-
формации о полной аминокислотной после-
довательности белка и имеющейся структуре 
жестких доменов.

Сравнение экспериментальных данных и 
кривых МУРР, полученных от построенных 
моделей вирусов, осуществлялось программой 
CRYSOL  [31]. Программа использует мульти-
польное разложение амплитуд рассеяния для 
расчета сферически усредненной картины рас-
сеяния и учитывает гидратную оболочку. Экс-
периментальные данные МУРР  (Iexp) прибли-

жаются путем оптимизации расчетной кривой 
рассеяния  (Icalc), минимизируя расхождение  χ2 
между ними (3):

χ2 = 
1

N − 1  Σj[ Iexp(s j) − cIcalc(s j)
σ(s j) ]2

, (3)

где N  – число экспериментальных точек, c  – 
шкалирующий множитель, σ  – эксперимен-
тальные ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Физико-химическая характеристика вирио-
нов ХВК и ВМАльт. Как было показано ранее [9], 
электрофоретическая подвижность вирионов 
ВМАльт (рис. 1, а; дорожки 2, 3) в денатурирую-
щих условиях соответствует теоретической мо-
лекулярной массе БО ВМАльт (Mтеор. = 22,2 кДа, 
Мэкс. = 23 кДа). В тех же условиях БО ХВК про-
являет аномально низкую подвижность, соот-
ветствующую примерно 31  кДа (рис.  1,  а; до-
рожка 1), в то время как его Mтеор. равна 25 кДа. 
Это явление согласуется с ранее опубликован-
ными данными  [32] и может быть объяснено 
наличием в структуре белка неупорядоченных 
гидрофильных сегментов и дополнительных 
химических групп, полученных в результате пост-
трансляционной модификации [2].

Содержание вторичной структуры БО вирио-
нов ВМАльт и ХВК оценивали по спектрам КД 
в дальнем диапазоне УФ-спектра (200–255 нм).

Рис. 1. Электрофоретический анализ вирионов (а). Дорожки: 1 – ХВК, 2 – ВМАльт, 3 – БО ВМАльт. Были исполь-
зованы аликвоты по  1  мкг на полосу. Молекулярная масса указана рядом с контрольными белками (дорожка  4). 
б – Спектры кругового дихроизма вирионов ХВК (1) и ВМАльт (2)
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Рис. 2. Электронные микрофотографии вирионов 
ВМАльт (а) и ХВК (б). ПЭМ, контрастирование 2%-ным 
уранилацетатом. Масштаб – 200 нм

Спектр КД вирионов ВМАльт показал отри-
цательный максимум на 208 нм ([θ]max = –15 400 °) 
(рис. 1, б; кривая 2), характерный для альфа-спи-
ральных белков  [13]. Препараты вирионов 
ХВК имели необычные спектры  КД (рис.  1,  б; 
кривая  1) с малой эллиптичностью на 208  нм 
([θ]max = –8900  ) и выраженным отрицательным 
максимумом на 228 нм.

Анализ данных ПЭМ показал (рис. 2, а и б), 
что вирионы ВМАльт и ХВК представляют со-
бой сходные по морфологии, длинные и гибкие 
нитевидные частицы с диаметром 12,5 ± 1,1 нм 
и 13,6  ±  1,4  нм для вирионов ХВК и ВМАльт 
соответственно.

Анализ термостабильности вирионов по 
КД-спектрам. Степень термической денатура-
ции также различалась для вирионов ВМАльт 
и ХВК (рис.  3,  а  и  б). Методом сканирующей 
калориметрии ранее было показано, что плав-
ление вирионов  ХВК происходит при темпе-
ратуре (Тпл.) 64–65  °C  [2]. В  настоящей рабо-
те при нагревании вирионов ВМАльт и ХВК 
были проанализированы температурные зави-
симости интенсивности отрицательных макси-
мумов эллиптичности на 208 нм ([θ]208) (рис. 3, 
кривые 1 на обоих панелях) и величины отно-
шения эллиптичностей [θ]208/[θ]218 (рис. 3, кри-
вые 2 на обоих панелях), характеризующие из-
менения содержание α- и β-структур в белке.

Для вирионов ВМАльт и ХВК в диапазоне 
50–75  °C наблюдали постепенный рост интен-
сивности [θ]208 до –8000 и –1500 ° соответствен-
но. Такая разница может указывать на более 
крупные размеры образующихся частиц ХВК 
и/или повышенное содержание в них β-структу-
ры. Плавление препаратов ВМАльт происходило 
при ~56 °C, т.е. на 10–12 °C ниже, чем препара-
тов ХВК (Тпл. ~ 68 °C). Таким образом, вирионы 
ХВК оказались более термостабильными.

Сравнительный анализ структуры белков обо-
лочки ВМАльт и ХВК. БО ХВК и ВМАльт име-
ют некоторое сходство аминокислотной после-
довательности, но различаются по длине  [33]. 
Сравнение первичных структур БО  ВМАльт 
и  ХВК попарным выравниванием с помощью 
программы Clustal Omega (рис. 4, а) подтверди-
ло сходство в последовательности (68%  подоб-
ных и 42%  идентичных из  207  а.о.). Основное 
отличие состоит в различной длине N-концевых 

Рис. 3. Термическая денатурация препаратов ВМАльт (а) и ХВК (б) по данным КД-спектров. Приведена температур-
ная зависимость интенсивности отрицательных максимумов [θ]208 при 208 нм (1) и величины отношения [θ]208/[θ]218 (2). 
Кривая аппроксимации рассчитывалась по уравнению полинома 4 степени, и величину Тпл. определяли в месте пересе-
чения кривых (1) и (2)
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Рис. 4. Выравнивание первичных структур БО ХВК и ВМАльт с помощью программы Clustal Omega  (а). Отмечены 
(*) – идентичные остатки; (:) и (.) – консервативные и полуконсервативные замены; подчеркнуты последовательно-
сти, отсутствующие в PDB ID: 6R7G и 7OG6. N-концевой (1–50 а.о.), центральный (51–185 а.о.) и C-концевой (186–
237 а.о.) домены выделены малиновым, зеленым и голубым соответственно [7]; б – предсказание упорядоченных/не-
упорядоченных структур с помощью вэб-сервиса IUPred для БО ХВК (1) и ВМАльт (2). Участки со значением ординаты 
выше 0,5 на этом рисунке считались неупорядоченными

доменов: для БО  ХВК N-концевой домен был 
длиннее на 28 а.о. (ΔN-пептид).

Биоинформатический анализ потексвирусов 
с помощью программы предсказания структу-
ры IUPred (рис. 4, б), основанной на алгоритме 
оценки способности  а.о. образовывать выгод-
ные парные контакты, показал, что БО ХВК со-
держал полностью разупорядоченный N-конце-
вой домен из 28 а.о. (ΔN-пептид N-домена) [3]. 
Короткие разупорядоченные участки (со значе-
нием ординаты выше 0,5) выявлялись в петлевых 
межспиральных (142–151  а.о.), междоменных 
(175–185  а.о.) участках и в С-концевой области 
(226–236 а.о.) БО обоих вирусов.

Недавно методом крио-ЭМ [7] была полу-
чена структура БО  ХВК при отсутствии ΔN-
участка полипептидной цепи в составе вирио-

на (PDB  ID: 6R7G, а.о.  29–235). Поскольку 
структуры БО в свободном состоянии и в соста-
ве вирионов отличаются  [34], в рамках данной 
работы под структурой БО понимается струк-
тура белка только в составе вириона. Трехмер-
ная структура БО  ХВК включает три домена: 
N-концевой домен  (I), 29–50  а.о.; централь-
ный домен (II), 551–185 а.о.; и С-концевой до-
мен  (III), 186–237  а.о. (рис.  4,  а). Домен  I вы-
ступает из центрального домена и в структуре, 
полученной с помощью крио-ЭМ, охватывает 
домен  II соседнего  БО. Атомные координаты 
1–28 а.о. (ΔN-пептид N-домена) не были опре-
делены предположительно из-за низкой элек-
тронной плотности и разупорядоченности.

Для БО ВМАльт на сегодняшний день опре-
делена структура (PDB  ID: 7OG6, 5–203  а.о.) 
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Рис. 5. Пространственное выравнивание структур мономеров БО ХВК (1) и БО РНП ВМАльт (2) с помощью програм-
мы Swiss-Pdb Viewer 3.7 (а), PDB ID: 6R7G и 7OG6 соответственно, указаны N- и С-концы. Рисунок создан в PyMol. 
б – Дистанция между Cα-атомами (Å) в соответствии с пространственным выравниванием. Нумерация остатков прове-
дена по БО ХВК. Схематично показаны отсутствующие в структуре PDB ID: 6R7G остатки, не приведенные в выравни-
вании: а.о. 1–28 (ΔN-пептид N-домена БО ХВК – пустые кружки) и а.о. 29–32 (синие кружки)

в составе «псевдовирионов» – гетерологичных 
рибонуклеопротеидов  (РНП), для получения 
которых использовали вирусный вектор на ос-
нове ХВК, несущий ген БО ВМАльт [35].

Чтобы детально оценить пространствен-
ное структурное сходство БО  ХВК и ВМАльт 
мы провели выравнивание третичных структур 
мономеров с помощью программы Swiss-Pdb 
Viewer  3.7 (рис.  5,  а). Отклонение координат 
Сα-атомов двух сравниваемых моделей отражает 
величина RMSD. Средняя величина RMSD для 
центрального домена II и домена III были рав-
ны 1,3 и 4,1 Å соответственно, что подтвержда-
ло близкое сходство третичных структур этих 
доменов обоих вирусов. Однако для домена  I 
(33–50 а.о.) эта величина равна 8,6 Å. Дистан-
ции между Сα-атомами сравниваемых молекул 
БО ХВК и ВМАльт показаны на гистограмме 
(рис.  5,  б). Основные отличия величин RMSD 
выявляются в  13  а.о. N-концевого фрагмен-
та  (33–46), С-концевых  а.о. (225–232), а также 
в межспиральных районах центрального доме-
на  II (а.о.  101–106 и  139–141). Таким образом, 
несмотря на общее сходство в расположении 
спиралей, можно видеть значительные расхож-
дения в топологии петлевых областей и нали-
чии в структуре ХВК ΔN-пептида N-домена.

Структурный анализ вирионов ХВК и ВМАльт 
методом МУРР. Экспериментальные кривые 
МУРР вирионов ВМАльт и ХВК приведены 

на рис.  6. Наличие брэгговского пика в рай-
оне 1,8–1,9  нм–1 на кривых  МУРР для обоих 
вирионов свидетельствует о наличии в образ-
цах упорядоченных, квазикристаллических 
областей. Наличие таких пиков мы наблюда-
ли ранее для вирионов ВТМ и АВК и связыва-
ли их положение с периодичностью, т.е.  ша-
гом спирали вирионов  [17, 18]. Эти величины 
для вирионов ВМАльт и  ХВК оказались равны 
3,37 ± 0,01 и 3,40 ± 0,01 соответственно (табли-
ца). Из  рис.  6 видно, что положение и форма 
брэгговских пиков практически совпадают, что 
говорит о схожести спиральных структур обоих 
вирионов. В  целом, показанные на рис.  6 кри-
вые имеют много общих черт, однако имеются 
и заметные различия: в области минимума на 
0,64–0,67 нм–1, в области широкого максимума 
в районе 0,7–1,2  нм–1 и в области центрально-
го рассеяния <  0,5  нм–1. Исходя из наблюдае-
мых различий – менее глубокий минимум, бо-
лее размытый максимум в профиле МУРР для 
вирионов ВМАльт, можно предположить, что 
эти вирионы менее упорядочены и подвержены 
большему структурному полиморфизму. Анализ 
брэгговских пиков, проведенный с помощью 
программы PEAK, подтверждает это предполо-
жение (таблица). Для вирионов ВМАльт наблю-
дается заметно меньший размер областей крис-
талличности  L и несколько большая степень 
разупорядочения Δ/d  в образце.
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Структурные характеристики упорядоченных областей 
вирионов ВМАльт и ХВК

Образцы smax, нм–1 d, нм L, нм Δ/ d

ВМАльт 1,86 ± 0,01 3,37 ± 0,01 110 ± 10 0,06 ± 0,01

ХВК 1,85 ± 0,01 3,40 ± 0,01 140 ± 10 0,05 ± 0,01

Для анализа структуры вирионов ВМАльт 
и ХВК в растворе были рассчитаны функции 
распределения по расстояниям p(r) (рис. 6, б; 
вставка). Максимальные размеры Dmax для ви-
рионов ВМАльт и  ХВК, которые мы можем 
наблюдать в растворе на доступном для МУРР 
угловом диапазоне, равны 190 и 180 нм, а диа-
метры спиралей из позиции пика на p(r) вирио-
нов оказались равны 12,7 ± 0,1 и 13,2 ± 0,1 нм 
соответственно. Это различие может объяс-
няться более длинными N-концевыми доме-
нами БО  ХВК, которые поэтому занимают 
большую площадь на поверхности вириона, 
слегка увеличивая его диаметр по сравнению 
с короткими N-концевыми цепочками 
БО ВМАльт. Обращает на себя внимание су-
щественное различие профилей функций рас-
пределения по расстояниям p(r) для вирионов 
ВМАльт и ХВК. Форма функции p(r) для ви-
риона ХВК характерна для жесткой много-
гранной призмы или цилиндра, в то время как 
вирион ВМАльт имеет более гибкую и, следо-
вательно, менее определенную форму, т.е. об-

ладает большим полиморфизмом в раство-
ре. Следует подчеркнуть, что имеются в виду 
усредненные формы, так как оба вируса явля-
ются в той или иной степени гибкими и мо-
гут принимать в растворе различные формы, 
а функции распределения по расстояниям p(r) 
являются прямым указанием на то, какие 
формы преобладают для каждого из образцов.

Анализ структуры вирионов в растворе 
был проведен сначала для ВМАльт, посколь-
ку PDB-модель мономера БО в составе РНП 
является полной и практически не содержит 
отсутствующих фрагментов. Для моделирова-
ния строения этого вириона использовалась 
структурная модель БО с разрешением 3,3 Å 
(PDB ID: 7OG6, а.о. 5–203) [35].

Атомная модель мономера БО  ВМАльт с 
атомными координатами а.о.  5–203 и атом-
ными координатами РНК  (PDB  ID: 7OG6) 
была многократно воспроизведена с помо-
щью программы  CHIMERA вдоль винтовой 
оси, параметры которой соответствовали ра-
боте Thuenemann  et  al.  [35]. Для того чтобы 
определить влияние длины спирали вириона 
на профиль кривых малоуглового рассеяния, 
было сгенерировано несколько спиралей раз-
ной длины, используя структуру мономе-
ра БО  ВМАльт высокого разрешения. Затем 
рассеяние от полученных моделей сравнива-
ли с экспериментальными данными  МУРР. 
Таким образом, были построены моде-
ли различной длины, содержащие порядка 

Рис. 6. Экспериментальные кривые МУРР (а) вирионов ХВК (1) и ВМАльт (2). б – Приближение к экспериментальным 
кривым ХВК  (1) и ВМАльт  (3) от модельных кривых, рассчитанных из функций распределения по расстояниям  p(r) 
для ХВК (2) и ВМАльт (4). Экспериментальные и модельные кривые для лучшей визуализации разнесены по вертикали 
на один логарифмический порядок. Вставка: функции распределения по расстояниям p(r) для ХВК (1) и ВМАльт (2)
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300–350 субъединиц. Расчет соответствующих 
кривых рассеяния и их приближение экспе-
риментальных данных проводилось програм-
мой CRYSOL.

Рассеяние от сгенерированных модель-
ных вирионов различной длины практиче-
ски не отличалось друг от друга. Зато срав-
нение профилей экспериментальной кривой 
рассеяния и типичной кривой от модели, 
содержащей 320  субъединиц  БО (рис.  7,  а; 
кривые  1  и  2), демонстрирует расхожде-
ние практически на всем диапазоне дан-
ных (за исключением самых малых углов 
0,05  <  s  <  0,5  нм–1, соответствующих грубой 
форме вириона) и, что очень важно, вклю-
чает несовпадение положений брэгговских 
пиков, т.е.  у полученных нами моделей ви-
рионов другой характеристический размер 
d = 2π/smax упорядоченных областей. Посколь-
ку в работе Thuenemann  et  al.  [35] использо-
вался  РНП, а не вирионы  ВМАльт, а также 
принимая во внимание высокую гомологию 
ВМАльт и ХВК и схожесть структур их субъ-
единиц (рис. 5, а), было высказано предполо-
жение, что спиральная организация ВМАльт 
более близка к параметрам спирали  ХВК. 

Для  проверки этой гипотезы мономер БО 
ВМАльт (PDB ID: 7OG6) был последователь-
но совмещен с 13  субъединицами БО  ХВК 
(фрагмент спирали, содержащий 1,5  витка), 
присутствующими в структуре ХВК  6R7G, 
программой  SUPPDB. Далее, данной про-
граммой была рассчитана матрица транс-
формации первого мономера в последний 
и применена ко всему фрагменту 28  раз для 
получения спирали, содержащей 336 субъеди-
ниц (порядка 40 витков). Такая модель, пред-
ставленная мономером БО ВМАльт в спира-
ли  ХВК, дала значительно лучшее согласие 
экспериментальной и расчетной кривых рас-
сеяния (рис. 7, а; кривые 1 и 3).

Наблюдаемое расхождение между экспе-
риментальной и модельной кривыми отража-
ет возможное отклонение параметров реаль-
ной структуры вириона ВМАльт в растворе в 
сравнении с его жесткой спиральной моделью 
на атомном уровне.

Для моделирования строения вириона 
ХВК использовалась модель части структу-
ры ХВК (PDB ID: 6R7G) с разрешением 2,2 Å. 
Данный участок спирали состоит из 13 белко-
вых субъединиц, включающих в себя атомные 

Рис. 7. Результаты моделирования строения вирионов ВМАльт с использованием структур высокого разрешения мо-
номера БО ВМАльт в составе РНП и с применением параметров спирали ХВК (PDB ID: 7OG6 и 6R7G соответствен-
но). а – Кривые МУРР: 1 – экспериментальные данные; 2 – теоретическое рассеяние от спиральной модели, согласно 
данным PDB ID:7OG6 (χ2 = 15,6); 3 – теоретическое рассеяние от мономера ВМАльт, уложенного в спиральную мо-
дель, согласно данным PDB ID: 6R7G (χ2 = 13,0). б – Структурная модель вириона ВМАльт, построенного из мономера 
PDB ID: 7OG6 с применением параметров спирали ХВК. Окраска а.о.: 5–31 – синий; 32–58 – голубой; 59–137 – зеле-
ный; 138–164 – желтый; 165–177 – оранжевый; 178–203 – красный. Увеличение на вставке: 10×
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координаты аминокислот с 29 по 237 остаток, 
а также содержит  РНК. Таким образом, ис-
ходно моделирование проводилось без учета 
ΔN-пептида белка. Аналогично моделиро-
ванию ВМАльт, имеющийся фрагмент ХВК 
был также размножен вдоль винтовой оси с 
использованием  SUPPDB для построения 
спиральной модели, содержащей 336 субъеди-
ниц (порядка 40  витков). Сравнение профи-
лей экспериментальной и модельной кривых 
(рис  8,  а; кривые  1 и  2) демонстрирует не-
большие сдвиги в районе первого минимума 
(smin = 0,6 нм–1) и брэгговского пика с макси-
мумом sexp  =  1,84  нм–1 (dexp  =  3,41  нм). Пред-
положительно, это связано с отсутствием 28 
N-концевых остатков в модели вириона ХВК 
(рис. 8, б), что дает ограниченное приближе-
ние экспериментальной кривой, и для по-
строения корректной модели необходимо 
дополнить исходный мономер этими амино-
кислотными остатками.

Структурное моделирование вирионов  ХВК 
с ΔN-пептидами. Для выяснения вклада ΔN- 
пептидов N-домена в рассеяние вирионов ХВК 
в атомную модель исходного мономера добав-
ляли случайную цепь из 28  виртуальных ами-
нокислотных остатков с помощью програм-
мы  RANCH. Затем с помощью программы 
SUPPDB структура мономера с ΔN-пептидом 
поочередно совмещалась с каждым из 13 моно-
меров атомной модели  ХВК (PDB  ID: 6R7G). 
Таким образом, после объединения таких мо-
номеров был получен фрагмент спирали, со-
держащий, помимо атомной структуры, также 
ΔN-пептиды N-домена. Аналогично моделиро-
ванию ВМАльт, матрица трансформации перво-
го мономера в 13-й последовательно применя-
лась к интактному фрагменту 28 раз. Полученная 
таким размножением гибридная модель спира-
ли (содержащая как атомы, так и виртуальные 
остатки) состояла из 336  субъединиц, вклю-
чая также и  РНК, и соответствовала примерно 

Рис. 8. Результаты приближения кривой МУРР от вириона  ХВК. а  –  Экспериментальные данные рассеяния вирио-
ном ХВК (кривые 1, 3 и 5); рассеяние от исходной модели спирали (χ2 = 70,2) (кривая 2); приближение моделью ХВК 
ΔN-пептидами в сложенном состоянии (χ2 = 59,7) (кривая 4); приближение моделью ХВК с ΔN-пептидами в развер-
нутом состоянии (χ2  =  43,1) (кривая  6). б  –  Исходная модель вириона; в  – модель спирали ХВК с ΔN-пептидами в 
сложенном состоянии; г – модель спирали ХВК с ΔN-пептидами в развернутом состоянии. Окраска а.о.: 1–32 – си-
ний; 33–64 – голубой; 65–158 – зеленый; 159–190 – желтый; 191–222 – оранжевый; 223–237 – красный. Увеличение 
на вставках: 10×
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40  виткам спирали. Рассеяние от такой модели 
затем сравнивалось с экспериментальными дан-
ными с помощью программы  CRYSOL. С  по-
мощью таких процедур вначале была построена 
модель  1, в которой ΔN-пептиды в сложенном 
состоянии и контактируют с соседними субъ-
единицами вириона (рис. 8, в). Такая модель дала 
приближение (рис. 8, а; кривые 3 и 4), которое 
оказалось ближе к экспериментальной кривой в 
области брэгговского пика, чем кривая без уче-
та ΔN-участка. С  помощью описанных выше 
процедур была также построена модель 2 с раз-
вернутыми ΔN-пептидами (рис  8,  г). Прибли-
жение такой модели (рис.  8,  а; кривые  5  и  6) в 
целом лучше согласуется с экспериментальны-
ми данными, в том числе с точки зрения пози-
ций первого минимума, однако дает немного 
более острый брэгговский пик. Таким образом, 
достичь идеального приближения эксперимен-
тальной кривой МУРР моделью с рассмотрен-
ными конформациями ΔN-участка не предста-
вилось возможным.

Остающиеся даже после добавления ΔN- 
пептидов небольшие отклонения модельных 
кривых от экспериментальных данных  МУРР 
свидетельствуют о том, что отдельные субъ-
единицы  ХВК имеют разное строение гибких 
участков, т.е. в растворе могут одновременно со-
существовать вирионы с разными конформация-
ми ΔN-пептидов, как сложенных, так и развер-
нутых. В моделях с компактной конформацией 
ΔN-пептиды частично прилегают к поверхности 
вириона, что предполагает их взаимодействие 
с соседними субъединицами. Это, в свою оче-
редь, может увеличивать стабильность вириона 
и приводить к повышению Тпл. вирионов  ХВК. 
Отличия модельных и экспериментальных кри-
вых связаны с отклонением жесткой идеальной 
формы модели от обладающих гибкостью и по-
лиморфностью рассеивающих объектов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Стабильность вирусных частиц почти пол-
ностью определяется межмолекулярными акси-
альными и латеральными белок-белковыми 
взаимодействиями, а также РНК-белковыми 
взаимодействиями. Одним из показателей ста-
бильности является устойчивость к термической 
обработке вирионов. Показано, что структур-
ный переход нитевидных вирионов при повыше-
нии температуры происходит через образование 
ряда интермедиатов  [36–38] и высвобождение 
денатурированного белка. Было обнаружено, 
что при нагревании некоторых фитовирусов в 
определенных условиях образуются структурно 

модифицированные частицы сферической фор-
мы [36, 38, 39]. Было показано, что структурный 
переход вирионов ХВК [38] и ВМАльт [39] в сфе-
рические частицы происходит при различных 
условиях, что может быть связано с различием 
их физико-химических свойств, которые требу-
ют дополнительных исследований.

Результаты термического анализа показа-
ли, что вирионы потексвирусов ХВК и ВМАльт 
по-разному реагировали на повышение темпе-
ратуры  (рис.  3). Температура плавления пре-
паратов ХВК была выше ВМАльт на 10–12 °С, 
что согласуется с результатами наших преды-
дущих исследований  [38, 39]. Причина такой 
разницы между двумя вирусами, относящими-
ся к одному семейству и имеющими близкую 
морфологию, вероятно, заключается в струк-
турных различиях БО в составе вирионов этих 
вирусов. БО потексвирусов ХВК и ВМАльт 
(рис.  4,  а) имеют высокую гомологию в пер-
вичной структуре (68%  подобных  а.о.), малая 
величина  RMSD показывала близкое сходство 
и третичных структур (рис. 5, б) для централь-
ной и С-концевой частей их  БО. При этом в 
белке ХВК мы показали наличие разупорядо-
ченного ΔN-пептида из 28–30 а.о. в N-домене 
(рис. 4, б) в отличие от БО ВМАльт. Этот уча-
сток в БО  ХВК имел большое число гидрок-
силсодержащих а.о. (14 Thr/Ser) и мало гидро-
фобных/алифатических остатков (1  Ile, 5 Ala), 
что могло быть причиной аномально медлен-
ной электрофоретической подвижности ХВК 
в геле. Подобный феномен мы описали ранее 
для белка потивируса АВК [2]. Наличие гидро-
фильных  а.о. и остатков фукозы/галактозы в 
ΔN-пептиде БО ХВК [40] обеспечивает форми-
рование упорядоченного слоя связанной воды, 
как показано ранее методом ИК-спектроско-
пии  [40], и могло быть причиной аномальных 
КД-спектров вируса. Модели, полученные в 
результате анализа синхротронного МУРР, по-
казали возможность того, что гибкие ΔN-кон-
цевые участки N-домена могут контактировать 
с соседними субъединицами белка и/или скре-
плять витки спиральной структуры и тем са-
мым стабилизировать структуру вириона. Об-
наружено, что вирионы ХВК имеют больший 
размер областей кристалличности  L в сравне-
нии с ВМАльт, а значит и более упорядочены.

Результаты наших предыдущих исследова-
ний позволили предположить, что N-концевая 
область БО  ХВК играет важную роль в фор-
мировании спиральной структуры вириона. 
Удаление или изменение состава N-концевого 
пептида влияло на его активность в качестве 
трансляционного репрессора. Было показано, 
что БО подавляет трансляцию РНК в соста-
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ве вирионов. При этом удаление N-концевого 
пептида не приводило к потере этой активно-
сти. Однако при фосфорилировании N-конце-
вого пептида или замене в его составе фосфо-
рилируемых  (Thr/Ser) на нефосфорилируемые 
(Ala/Gly) аминокислоты БО ХВК терял способ-
ность подавлять трансляцию РНК  ХВК в со-
ставе частиц, полученных при сборке с этими 
белками, что подтверждает выводы о том, что 
N-концевой пептид БО  ХВК оказывает влия-
ние на конформацию участков БО, которые 
вовлечены в белок-белковые и/или РНК-бел-
ковые взаимодействия в составе вириона [41].

Впервые структура низкого разрешения ни-
тевидных потексвирусов ВМАльт и ХВК была 
получена в растворе методом МУРР. Рассчита-
ны диаметры (12,7 ± 0,1 и 13,2 ± 0,1 нм соответ-
ственно). По данным крио-ЭМ, диаметр РНП 
ВМАльт равен 12,0 нм [35], вирионов ВМАльт – 
13,5  нм  [8], вирионов  ХВК  – около 13,0  нм  [7]. 
Определен шаг спирали вирионов ВМАльт и 
ХВК (3,37 ± 0,01 и 3,40 ± 0,01 соответственно), ве-
личины оказались близкими к данным крио-ЭМ 
(3,57  [8] и 3,52  [7] соответственно). Результаты 
малоуглового рассеяния показали повышенную 
плотность упаковки белков в вирионах ХВК, 
которая, вероятно, обеспечивается стабилизи-
рующими структуру вириона – ΔN-пептидами, 
контактирующими с соседними субъединицами, 
и определяет повышенную термостабильность 
вирионов ХВК в сравнении с ВМАльт.

Вклад авторов. А.Л. Ксенофонтов, Э.В. Шты-
кова  – концепция и руководство работой; 
А.Л.  Ксенофонтов, М.В.  Петухов, В.В.  Матвеев, 
Н.В.  Федорова, А.М.  Арутю нян, Т.И.  Манухова, 
Е.А.  Евтушенко  – проведение экспериментов; 
М.В. Петухов, О.В. Карпова, П.И. Семенюк – об-
суждение результатов исследования; А.Л.  Ксено-
фонтов, М.В.  Петухов, Э.В.  Штыкова – написа-
 ние текста; Н.А. Никитин, О.В. Карпова – редак-
ти рование текста статьи.

Благодарности. Эксперименты по выделе-
нию и характеристике вирусных частиц были 
проведены при поддержке междисциплинар-
ной научно-образовательной школы Москов-
ского университета «Молекулярные техноло-
гии живых систем и синтетическая биология» 
с использованием оборудования, приобре-
тенного по Программе развития МГУ имени 
М.В. Ломоносова.

Финансирование. Работа выполнена при 
поддержке Министерства науки и высшего 
образования в рамках выполнения работ по 
Государственному заданию ФНИЦ «Кристал-
лография и фотоника» РАН в части проведе-
ния экспериментов МУРР.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая 
статья не содержит описания каких-либо ис-
следований с участием людей или использова-
нием животных в качестве объектов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

 1. Stubbs, G., and Kendall, A. (2012) Helical viruses, 
Adv. Exp. Med. Biol., 726, 631-658, doi:  10.1007/
978-1-4614-0980-9_28.

 2. Ksenofontov, A. L., Paalme, V., Arutyunyan, A. M., 
Semenyuk, P. I., Fedorova, N. V., Rumvolt, R., 
Baratova, L. A., Jarvekulg, L., and Dobrov, E. N. 
(2013) Partially disordered structure in intravirus coat 
protein of potyvirus potato virus A, PLoS One, 8, 
e67830, doi: 10.1371/journal.pone.0067830.

 3. Semenyuk, P. I., Karpova, O. V., Ksenofontov, A. L., 
Kalinina, N. O., Dobrov, E. N., and Makarov, V. V. 
(2016) Structural properties of potexvirus coat proteins 
detected by optical methods, Biochemistry (Moscow), 
81, 1522-1530, doi: 10.1134/S0006297916120130.

 4. Yang, S., Wang, T., Bohon, J., Gagne, M. E., 
Bolduc, M., Leclerc, D., and Li, H. (2012) Crystal 
structure of the coat protein of the f lexible filamentous 
papaya mosaic virus, J.  Mol. Biol., 422, 263-273, 
doi: 10.1016/j.jmb.2012.05.032.

 5. DiMaio, F., Chen, C. C., Yu, X., Frenz, B., Hsu, Y. H., 
Lin, N. S., and Egelman, E. H. (2015) The molecular basis 

for flexibility in the flexible filamentous plant viruses, Nat. 
Struct. Mol. Biol., 22, 642-644, doi: 10.1038/nsmb.3054.

 6. Agirrezabala, X., Mendez-Lopez, E., Lasso, G., 
Sanchez-Pina, M. A., Aranda, M., and Valle, M. 
(2015) The near-atomic cryoEM structure of a f lexible 
filamentous plant virus shows homology of its coat 
protein with nucleoproteins of animal viruses, eLife, 4, 
e11795, doi: 10.7554/eLife.11795.

 7. Grinzato, A., Kandiah, E., Lico, C., Betti, C., 
Baschieri, S., and Zanotti, G. (2020) Atomic structure 
of potato virus X, the prototype of the Alphaflexiviridae 
family, Nat. Chem. Biol., 16, 564-569, doi:  10.1038/
s41589-020-0502-4.

 8. Donchenko, E. K., Pechnikova, E. V., Mishyna, M. Y., 
Manukhova, T. I., Sokolova, O. S., Nikitin, N. A., 
Atabekov, J. G., and Karpova, O. V. (2017) Structure and 
properties of virions and virus-like particles derived from 
the coat protein of Alternanthera mosaic virus, PLoS 
One, 12, e0183824, doi: 10.1371/journal.pone.0183824.

 9. Mukhamedzhanova, A. A., Smirnov, A. A., Arkhi-
penko, M. V., Ivanov, P. A., Chirkov, S. N., Rodio-



КСЕНОФОНТОВ и др.80

БИОХИМИЯ том 88 вып. 1 2023

nova, N. P., Karpova, O. V., and Atabekov, J. G. 
(2011) Characterization of Alternanthera mosaic 
virus and its Coat Protein, Open Virol. J., 5, 136-140, 
doi: 10.2174/1874357901105010136.

 10. Hammond, J., Kim, Ik.-H., and Lim, H.-S. (2017) 
Alternanthera mosaic virus  – an alternative ‘model’ 
potexvirus of broad relevance, Kor. J. Agricult. Sci., 44, 
145-180, doi: 10.7744/kjoas.20170016.

 11. Erickson, J. W., Bancroft, J. B., and Horne, R. W. 
(1976) The  assembly of papaya mosaic virus protein, 
Virology, 72, 514-517, doi:  10.1016/0042-6822
(76)90180-x.

 12. Ksenofontov, A. L., Dobrov, E. N., Fedorova, N. 
V., Serebryakova, M. V., Prusov, A. N., Baratova, L. 
A., Paalme, V., Jarvekulg, L., and Shtykova, E. V. 
(2018) Isolated Potato Virus A coat protein possesses 
unusual properties and forms different short virus-
like particles, J.  Biomol. Struct. Dyn., 36, 1728-1738, 
doi: 10.1080/07391102.2017.1333457.

 13. Homer, R. B., and Goodman, R. M. (1975) Circular 
dichroism and f luorescence studies on potato virus X 
and its structural components, Biochim. Biophys. Acta, 
378, 296-304, doi: 10.1016/0005-2787(75)90117-3.

 14. Atabekov, J., Dobrov, E., Karpova, O., and 
Rodionova, N. (2007) Potato virus X: structure, 
disassembly and reconstitution, Mol. Plant Pathol., 8, 
667-675, doi: 10.1111/j.1364-3703.2007.00420.x.

 15. Franke, D., Petoukhov, M. V., Konarev, P. V., Pan-
jkovich, A., Tuukkanen, A., Mertens, H. D. T., Kikh-
ney, A. G., Hajizadeh, N. R., Franklin, J. M., Jeffries, 
C. M., and Svergun, D. I. (2017) ATSAS 2.8: a com-
prehensive data analysis suite for small-angle scatter-
ing from macromolecular solutions, J.  Appl. Crystal-
logr., 50, 1212-1225, doi: 10.1107/S1600576717007786.

 16. Svergun, D. I., Koch, M. H. J., Timmins, P. A., and 
May, R. P. (2013) Small Angle X-Ray and Neutron 
Scattering from Solutions of Biological Macromolecules, 
First Edn., Oxford University Press, Oxford.

 17. Ksenofontov, A. L., Petoukhov, M. V., Prusov, A. N., 
Fedorova, N. V., and Shtykova, E. V. (2020) Char-
acterization of tobacco mosaic virus virions and re-
polymerized coat protein aggregates in solution by 
small-angle X-ray scattering, Biochemistry (Moscow), 
85, 310-317, doi: 10.1134/S0006297920030062.

 18. Shtykova, E. V., Petoukhov, M. V., Fedorova, N. V., 
Arutyunyan, A. M., Skurat, E. V., Kordyukova, L. V., 
Moiseenko, A. V., and Ksenofontov, A. L. (2021) The 
structure of the potato virus a particles elucidated 
by small angle X-ray scattering and complementary 
techniques, Biochemistry (Moscow), 86, 230-240, 
doi: 10.1134/S0006297921020115.

 19. Miroshnichenko, N. A., Karpova, O. V., Morozov, S., 
Rodionova, N. P., and Atabekov, J. G. (1988) Transla-
tion arrest of potato virus X RNA in Krebs-2 cell-free 
system: RNase H cleavage promoted by complemen-
tary oligodeoxynucleotides, FEBS Lett., 234, 65-68, 
doi: 10.1016/0014-5793(88)81304-8.

 20. Laemmli, U. K. (1970) Cleavage of structural proteins 
during the assembly of the head of bacteriophage T4, 
Nature, 227, 680-685, doi: 10.1038/227680a0.

 21. Sievers, F., Wilm, A., Dineen, D., Gibson, T. J., Kar-
plus, K., Li, W., Lopez, R., McWilliam, H., Remmert, 
M., Soding, J., Thompson, J. D., and Higgins, D. G. 
(2011) Fast, scalable generation of high-quality protein 
multiple sequence alignments using Clustal Omega, 
Mol. Syst. Biol., 7, 539, doi: 10.1038/msb.2011.75.

 22. Blanchet, C. E., Spilotros, A., Schwemmer, F., 
Graewert, M. A., Kikhney, A., Jeffries, C. M., Franke, 
D., Mark, D., Zengerle, R., Cipriani, F., Fiedler, 
S., Roessle, M., and Svergun, D. I. (2015) Versatile 
sample environments and automation for biological 
solution X-ray scattering experiments at the P12 
beamline (PETRA III, DESY), J.  Appl. Crystallogr., 
48, 431-443, doi: 10.1107/S160057671500254X.

 23. Konarev, P. V., Volkov, V. V., Sokolova, A. V., Koch, 
M. H. J., and Svergun, D. I. (2003) PRIMUS: a 
Windows PC-based system for small-angle scattering 
data analysis, J.  Appl. Crystallogr., 36, 1277-1282, 
doi: 10.1107/S0021889803012779.

 24. Manalastas-Cantos, K., Konarev, P. V., Hajizadeh, N. 
R., Kikhney, A. G., Petoukhov, M. V., Molodenskiy, 
D. S., Panjkovich, A., Mertens, H. D. T., Gruzinov, 
A., Borges, C., Jeffries, C. M., Svergun, D. I., and 
Franke, D. (2021) ATSAS 3.0: expanded functionality 
and new tools for small-angle scattering data analysis, 
J.  Appl. Crystallogr., 54, 343-355, doi:  10.1107/
S1600576720013412.

 25. Вайнштейн  Б. (1963) Дифракция рентгеновских 
лучей на цепных молекулах, АН СССР, Москва.

 26. Svergun, D. I. (1992) Determination of the regular-
ization parameter in indirect-transform methods us-
ing perceptual criteria, J.  Appl. Cryst., 25, 495-503, 
doi: 10.1107/S0021889892001663.

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

 28. Konarev, P. V., Petoukhov, M. V., and Svergun, D. I. 
(2001) MASSHA – a graphics system for rigid-body 
modelling of macromolecular complexes against 
solution scattering data, J.  Appl. Cryst., 34, 527-532, 
doi: 10.1107/S0021889801006100.

 29. Kozin, M. B., and Svergun, D. I. (2000) A  software 
system for rigid-body modelling of solution scattering 
data, J.  Appl. Cryst., 33,  775-777, doi:  10.1107/
S0021889800001382.

 30. Bernado, P., Mylonas, E., Petoukhov, M. V., 
Blackledge, M., and Svergun, D. I. (2007) Structural 
characterization of f lexible proteins using small-angle 
X-ray scattering, J. Am. Chem. Soc., 129, 5656-5664, 
doi: 10.1021/ja069124n.

 31. Svergun, D., Barberato, C., and Koch, M. H. J. (1995) 
CRYSOL  – A  program to evaluate x-ray solution 



СТРУКТУРА ВИРИОНОВ ПОТЕКСВИРУСОВ 81

БИОХИМИЯ том 88 вып. 1 2023

scattering of biological macromolecules from atomic 
coordinates, J. Appl. Cryst., 28, 768-773, doi: 10.1107/
S0021889895007047.

 32. Tozzini, A. C., Ek, B., Palva, E. T., and Hopp, H. 
E. (1994) Potato virus X coat protein: a glycoprotein, 
Virology, 202, 651-658, doi: 10.1006/viro.1994.1386.

 33. Ivanov, P. A., Mukhamedzhanova, A. A., Smirnov, A. A., 
Rodionova, N. P., Karpova, O. V., and Atabekov, J. G. 
(2011) The complete nucleotide sequence of Alternan-
thera mosaic virus infecting Portulaca grandiflora rep-
resents a new strain distinct from phlox isolates, Virus 
Genes, 42, 268-271, doi: 10.1007/s11262-010-0556-6.

 34. Nemykh, M. A., Novikov, V. K., Arutiunian, A. M., 
Kalmykov, P. V., Drachev, V. A., and Dobrov, E. N. 
(2007) Comparative study of structural stabylity of 
potato virus X coat protein molecules in solution and 
in the virus particles [in Russian], Mol. Biol., 41, 697-
705, doi: 10.1134/S0026893307040164.

 35. Thuenemann, E. C., Byrne, M. J., Peyret, H., Saun-
ders, K., Castells-Graells, R., Ferriol, I., Santoni, M., 
Steele, J. F. C., Ranson, N. A., Avesani, L., Lopez- 
Moya, J. J., and Lomonossoff, G. P. (2021) A  repli-
cating viral vector greatly enhances accumulation of 
helical virus-like particles in plants, Viruses, 13, 885, 
doi: 10.3390/v13050885.

 36. Atabekov, J., Nikitin, N., Arkhipenko, M., Chirkov, S., 
and Karpova, O. (2011) Thermal transition of native 
tobacco mosaic virus and RNA-free viral proteins into 
spherical nanoparticles, J.  Gen. Virol., 92, 453-456, 
doi: 10.1099/vir.0.024356-0.

 37. Ksenofontov, A. L., Parshina, E. Y., Fedorova, N. V., 
Arutyunyan, A. M., Rumvolt, R., Paalme, V., Baratova, 

L. A., Jarvekulg, L., and Dobrov, E. N. (2016) Heating-
induced transition of Potyvirus Potato Virus A coat 
protein into beta-structure, J. Biomol. Struct. Dyn., 34, 
250-258, doi: 10.1080/07391102.2015.1022604.

 38. Nikitin, N., Ksenofontov, A., Trifonova, E., Arkh-
ipenko, M., Petrova, E., Kondakova, O., Kirpich-
nikov, M., Atabekov, J., Dobrov, E., and Karpova, O. 
(2016) Thermal conversion of filamentous potato virus 
X into spherical particles with different properties from 
virions, FEBS Lett., 590, 1543-1551, doi:  10.1002/
1873-3468.12184.

 39. Manukhova, T. I., Evtushenko, E. A., Ksenofontov, 
A. L., Arutyunyan, A. M., Kovalenko, A. O., Nikitin, 
N. A., and Karpova, O. V. (2021) Thermal remodelling 
of Alternanthera mosaic virus virions and virus-like 
particles into protein spherical particles, PLoS One, 
16, e0255378, doi: 10.1371/journal.pone.0255378.

 40. Baratova, L. A., Fedorova, N. V., Dobrov, E. N., 
Lukashina, E. V., Kharlanov, A. N., Nasonov, V. V., 
Serebryakova, M. V., Kozlovsky, S. V., Zayakina, O. V., 
and Rodionova, N. P. (2004) N-Terminal segment 
of potato virus X coat protein subunits is glycosylated 
and mediates formation of a bound water shell on 
the virion surface, Eur.  J. Biochem., 271, 3136-3145, 
doi: 10.1111/j.1432-1033.2004.04243.x.

 41. Karpova, O. V., Arkhipenko, M. V., Zaiakina, O. 
V., Nikitin, N. A., Kiseleva, O. I., Kozlovskii, S. 
V., Rodionova, N. P., and Atabekov, I. G. (2006) 
Translational regulation of potato virus X RNA-
coat protein complexes: the key role of a coat protein 
N-terminal peptide [in Russian], Mol. Biol., 40, 703-
710, doi: 10.1134/S0026893306040157.

INFLUENCE OF THE STRUCTURE 
OF THE COAT PROTEIN N-TERMINAL SEGMENT IN POTATO VIRUS X 

AND ALTERNANTHERA MOSAIC VIRUS ON THE STRUCTURE 
AND PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES OF VIRIONS

A. L. Ksenofontov1*, M. V. Petoukhov2,3, V. V. Matveev2, N. V. Fedorova1, P. I. Semenyuk1, 
A. M. Arutyunyan1, T. I. Manukhova4, E. A. Evtushenko4, N. A. Nikitin4, 
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1 Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, 
119991 Moscow, Russia; E-mail: ksenofon@belozersky.msu.ru

2 Shubnikov Institute of Crystallography of Federal Scientific Research Centre “Crystallography and Photonics”, 
Russian Academy of Sciences, 119333 Moscow, Russia

3 A.N. Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry, Russian Academy of Sciences, 
119071 Moscow, Russia

4 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia

The amino acid sequences of coat proteins  (CPs) of potexviruses such as potato virus  X (PVX) and 
alternanthera mosaic virus  (AltMV) share about 40% sequence identity. However, the N-terminal CP 
domains of these virions differ both in length (the N-terminal CP domain of PVX is longer by 28 residues, 
ΔN = 28), and in amino acid sequence. In this work, we determined the effect of the N-terminal CP domain 
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on the structure and physicochemical properties of the entire PVX and AltMV virions. It was shown that 
the melting point of PVX samples is 10-12°C higher than that of AltMV preparations; the circular dichroism 
spectra of these viruses also differ significantly. Spatial alignment of the existing high-resolution potexvirus 
CP structures showed that the RMSD value between Cα-atoms was the largest for the N-terminal domains 
of the two compared models. From computer simulations the ΔN-terminal CP domain of PVX is completely 
disordered. According to synchrotron small-angle X-ray scattering (SAXS) data, the structure of CP of PVX 
and AltMV virions differs, in particular, CP PVX has a larger size of crystallinity regions and, therefore, is 
more ordered. Using SAXS, virion diameters and helix parameters in solution are calculated. The inf luence 
of the conformation and localization of the N-terminal domain of PVX CP relative to the surface of the virion 
on its structure was revealed. Presumably, the increased thermal stability of PVX virions compared to AltMV 
is provided by the elongated N-terminal domains (ΔN = 28), which ensures additional contact between the 
adjacent CP subunits in the PVX virion.

Keywords: potexviruses, potato X-virus, alternanthera mosaic viruses, coat protein, N-terminal domain, circular 
dichroism, small-angle X-ray scattering
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Формирование и накопление белковых агрегатов отрицательно сказываются на внутриклеточных 
процессах в живой клетке и являются негативными факторами при производстве и хранении бел-
ковых препаратов. Химические шапероны способны предотвращать агрегацию белков, однако это 
их свойство не является универсальным и зависит от структуры белка-мишени и кинетики его 
агрегации. В настоящей работе изучено влияние бетаина (Bet) и лизина (Lys) на тест-системы, ос-
нованные на тепловой агрегации мышечной гликогенфосфорилазы b (ФБ) при 48 °С, УФ-облучен-
ной ФБ (УФ-ФБ) при 37 °С и апо-формы ФБ (апо-ФБ) при 37 °С, характеризующиеся порядком 
агрегации по белку (n), равным 0,5; 1 или 2 соответственно. Методами динамического светорассе-
яния, дифференциальной сканирующей калориметрии и аналитического ультрацентрифугирова-
ния показано, что Bet защищает ФБ и апо-ФБ от агрегации, однако ускоряет агрегацию УФ-ФБ. 
В то же время Lys препятствует агрегации УФ-ФБ и апо-ФБ, но увеличивает скорость формиро-
вания агрегатов  ФБ. Обсуждаются механизмы действия химических шаперонов на третичную и 
четвертичную структуры и кинетику тепловой агрегации белков-мишеней. Сравнение влияния хи-
мических шаперонов на тест-системы с разными кинетическими режимами агрегации позволяет 
получить более полную информацию о механизме их действия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: агрегация, кинетический режим, химический шаперон, гликогенфосфорилаза b.

DOI: 10.31857/S0320972523010062, EDN: PBWUAU

Принятые сокращения: апо-ФБ  – апо-форма гликогенфосфорилазы  b; ДЛС  – динамическое лазерное светорас-
сеяние; ДСК  – дифференциальная сканирующая калориметрия; УФ-ФБ – УФ-облученная гликогенфосфорилаза  b; 
ФБ – гликогенфосфорилаза b; AUC – аналитическое ультрацентрифугирование; Bet – бетаин; IS – ионная сила.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Потеря нативной структуры белка под влия-
нием повышенной температуры, изменения 
рН или ионной силы, УФ-облучения и других 
стрессовых воздействий может приводить к 
формированию аморфных или фибриллопо-
добных агрегатов  [1,  2]. Накопление белковых 
агрегатов в живой клетке негативно влияет на 
внутриклеточные процессы и может провоци-
ровать развитие таких заболеваний, как ката-
ракта, сахарный диабет, нейродегенеративные 
заболевания  [3–5]. Неконтролируемая агрега-
ция также является негативным фактором при 
производстве и хранении белковых препаратов.

В общем виде процесс агрегации белков 
включает в себя стадии разворачивания белко-

вой молекулы (intermediate state), нуклеации и 
роста агрегатов за счет присоединения разверну-
тых молекул к сформировавшимся ядрам [6, 7]. 
Для олигомерных белков стадия денатурации 
также включает их диссоциацию на мономе-
ры  [8]. Кинетику агрегации модельного белка в 
заданных условиях будет определять самая мед-
ленная стадия процесса. Если рассматривать 
агрегацию как необратимую реакцию, в которой 
n неагрегированных молекул белка (P) переходят 
в агрегированное состояние, то скорость агрега-
ции (vagg) можно интерпретировать как:

vagg = −d[P]/dt = nk[P]n, (1)

где [P] – концентрация неагрегированного бел-
ка, t  –  время, n  –  порядок агрегации по  белку 
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и k  –  константа скорости агрегации n-го по-
рядка [7]. Предложенный подход позволяет де-
лать выводы о кинетическом режиме агрегации 
белков  [9–11], который может определять спо-
собность различных агентов воздействовать на 
этот процесс.

Осмолиты накапливаются в клетке в от-
вет на неблагоприятные внешние условия 
и играют важную роль в защите живых кле-
ток от осмотического, теплового и других ви-
дов стресса. Многие из осмолитов способны 
функционировать как химические шапероны: 
защищать клеточные компоненты от денату-
рирующих стрессовых воздействий, повышать 
стабильность белковых молекул, сохранять их 
структуру и функции [12–15]. Механизмы дей-
ствия осмолитов и их потенциальное исполь-
зование в качестве терапевтических молекул в 
настоящее время активно изучаются [16].

Бетаин (N,N,N-триметилглицин,  Bet) яв-
ляется одним из наиболее эффективных и 
широко распространенных осмолитов как 
в прокариотических, так и в эукариотиче-
ских клетках. В  условиях стресса концентра-
ция Bet в клетках может достигать значений 
0,7–1,0  М  [17]. Bet  способен стабилизировать 
белки, ингибировать их агрегацию, активиро-
вать рефолдинг белков, а также стимулировать 
дезагрегацию амилоидных фибрилл  [17–21]. 
С другой стороны, Bet может усиливать агрега-
цию/фибрилляцию полиглутамина или бычье-
го сывороточного альбумина  [22, 23]. В  неко-
торых тест-системах действие этого осмолита 
на агрегацию белка может варьироваться в за-
висимости от его концентрации или рН  рас-
твора [24, 25].

В качестве химических шаперонов способ-
ны выступать не только осмолиты. Известно, 
что L-лизин  (Lys) может стабилизировать на-
тивную структуру белков, повышать их раство-
римость, защищать их от аморфной агрегации 
и от инактивации [26–30]. Lys широко исполь-
зуется биотехнологами для хранения терапев-
тических белков [31]. Тем не менее существуют 
тест-системы, в которых Lys ускоряет агрега-
цию модельного белка или же его влияние на 
стабильность белковой молекулы и ее склон-
ность к агрегации варьируется в зависимости 
от условий среды или концентрации амино-
кислоты [32–34].

Целью настоящей работы являлось изуче-
ние влияния химических шаперонов Bet и  Lys 
на тест-системы, характеризующиеся различ-
ными кинетическими режимами агрегации. 
Мышечная гликогенфосфорилаза b (ФБ) пред-
ставляет собой димерный белок с молекуляр-
ной массой 194,7 кДа [35]. Ее тепловая агрега-

ция при 48 °C лимитируется стадией обратимой 
диссоциации димера на быстро денатурирую-
щие мономеры [36]. Порядок агрегации по бел-
ку  (n) для данной тест-системы равен 0,5  [37]. 
УФ-Облучение  ФБ (УФ-ФБ) или удаление пи-
ридоксаль-5′-фосфата из активного центра 
фермента  (апо-ФБ) приводит к изменению 
кинетического режима агрегации белка. Лими-
тирующей стадией тепловой агрегации УФ-ФБ 
при 37  °С является стадия структурной реор-
ганизации молекулы белка; n = 1  [38]. Агрега-
ция апо-ФБ при 37 °С лимитируется скоростью 
бимолекулярной реакции присоединения раз-
вернутых белковых молекул к образовавшим-
ся ядрам; n  =  2  [37]. Различие лимитирующих 
стадий тепловой агрегации этих белков может 
приводить к различию механизмов действия на 
них химических шаперонов.

Имеются данные, что тепловая агрегация 
ФБ при 48  °C (n  =  0,5) тормозится в присут-
ствии Bet, но ускоряется в присутствии Lys [39]. 
В  настоящей работе был проведен подробный 
анализ влияния Bet и Lys на кинетику тепловой 
агрегации ФБ. Впервые было исследовано влия-
ние данных шаперонов на агрегацию УФ-ФБ и 
апо-ФБ при 37 °C (n = 1 и n = 2 соответствен-
но). Сравнение действия химических шаперо-
нов на тест-системы с различной кинетикой 
агрегации позволило более детально охаракте-
ризовать механизмы действия Bet и Lys.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В  работе были использованы 
Hepes, гидрохлорид L-лизина («Sigma-Aldrich», 
США), бетаин («ICN Biomedicals Inc.», США), 
NaCl («Реахим», Россия), дитиотреитол (ДТТ; 
«Panreac», Испания). Воду для всех растворов 
готовили с использованием системы Easy-
Pure II  RF («Barnstead International», США). 
Все эксперименты проводились в 30 мМ Hepes 
(рН 6,8) с постоянной ионной силой (IS), рав-
ной 150  мМ, создаваемой  NaCl там, где это 
было необходимо.

Выделение и подготовка белков. ФБ из ске-
летных мышц кролика выделяли, хранили и 
подготавливали к эксперименту согласно мето-
дикам, описанным в работах Kurganov et al. [36] 
и Eronina et al. [40]. УФ-Облучение ФБ прово-
дили с использованием Hg-Xe лампы  L8252 
(«Hamamatsu Photonics», Япония) в кварце-
вой кювете с длиной оптического пути 1  см 
при  6  °C, как описано ранее  [38]. Мощность 
падающего света составляла 10,4 мВт/см2, вре-
мя облучения составляло 15 мин, доза облуче-
ния составляла 9,4 Дж/см2.
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Выделение апо-ФБ проводили согласно ме-
тодике, описанной в работе Shaltiel  et  al.  [41]. 
Сульфат-аммонийный осадок, полученный по-
сле отделения пиридоксальфосфата (PLP), рас-
творяли в 30мМ буфере Hepes-NaOH (рН 6,8), 
содержащем 150  мМ  NaCl и 5  мМ  ДТТ (для 
опытов, проводимых методом ДСК (см. ниже), 
буфер не содержал  ДТТ). Оставшийся PLP и 
сульфат аммония отделяли от апо-ФБ на ко-
лонке с Sephadex G-25, уравновешенной тем же 
буфером. Нанофотометр  NP80 («Implen», Гер-
мания) использовали для спектрофотометри-
ческого определения концентрации белков при 
280 нм (коэффициент поглощения A1%

см = 13,2).
Динамическое лазерное светорассеяние (ДЛС). 

Метод ДЛС применялся для изучения кинети-
ки тепловой агрегации ФБ при 48  °C, УФ-ФБ 
при 37 °C и апо-ФБ при 37 °C в отсутствие и в 
присутствии химических шаперонов. Кривые 
светорассеяния регистрировали с использова-
нием корреляционного спектрометра Photocor 
Complex («PhotoCor Instruments Inc.», США), 
как описано в работах Eronina  et  al.  [39, 40]. 
Буфер или растворы химических шаперонов в 
буфере инкубировали в ячейке в течение 5 мин 
при 48 °С для опытов с ФБ или при 37 °С – для 
опытов с УФ-ФБ или апо-ФБ перед добавле-
нием белка-мишени до конечной концентра-
ции 0,3 мг/мл. Все эксперименты были повто-
рены не менее трех раз.

Полидисперсный анализ корреляцион-
ных функций флуктуаций интенсивности рас-
сеянного света, полученных методом ДЛС, 
проводили с использованием программно-
го обеспечения DynaLS («Alango», Израиль), 
как описано ранее  [38]. Полученное значение 
коэффициента диффузии частиц  (D) приме-
нялось для расчета размеров гидродинамиче-
ских радиусов Rh белковых молекул и их агре-
гатов в растворе с использованием уравнения 
Стокса–Эйнштейна:

D = kBT / 6πηRh, (2)

где kB – постоянная Больцмана, T – абсолют-
ная температура, а η – динамическая вязкость 
растворителя. Коэффициенты преломления 
и значения динамической вязкости, необхо-
димые для определения  Rh, представлены в 
табл. П1 и П2 в Приложении.

Анализ кинетических кривых агрегации. 
В отсутствие и в присутствии химических ша-
перонов кинетические кривые тепловой агре-
гации белков-мишеней можно описать уравне-
нием [42]:

I – I0 = v0(t – t*) – B(t – t*)2, (t > t*), (3)

где I – интенсивность светорассеяния, t – вре-
мя, I0  –  начальная интенсивность светорассея-
ния в момент t  =  0, t*  –  длительность стадии 
нуклеации, определяемая отрезком на оси абс-
цисс, отсекаемым теоретической кривой, рас-
считанной из этого уравнения, v0 – начальная 
скорость процесса агрегации на стадии роста 
агрегатов и B – константа. Уравнение (3) при-
менимо только для описания части кинетиче-
ской кривой выше точки перегиба.

Размеры стартовых агрегатов  (Rh,0), детек-
тируемых в растворе в начальный момент уве-
личения интенсивности светорассеяния, опре-
деляли на основании зависимости (I – I0) от Rh, 
как описано ранее  [43]. Размер агрегатов, де-
тектируемых после завершения стадии нуклеа-
ции (Rh*), определяли на основании зависимо-
сти Rh(t) в момент времени t = t*.

Дифференциальная сканирующая калориме-
трия  (ДСК). Исследования влияния химиче-
ских шаперонов на тепловое разворачивание 
ФБ и апо-ФБ проводились с использованием 
дифференциального сканирующего калориме-
тра MicroCal VP-Capillary DSC («Malvern Instru-
ments», США) при скорости нагрева  1 °C/мин. 
Концентрация белка составляла 1 мг/мл. В опы-
тах с химическими шаперонами в контроль-
ную и экспериментальную ячейки добавляли 
одну и ту же концентрацию шаперона. Кор-
ректировку калориметрических сканов, оцен-
ку термостабильности белка и расчет калори-
метрической энтальпии (ΔHcal) проводили, как 
описано ранее [44].

Аналитическое ультрацентрифугирование (AUC). 
Эксперименты по скоростной седиментации 
проводились в аналитической ультрацентри-
фуге модели E («Beckman», США), оснащенной 
абсорбционной оптикой, фотоэлектрическим 
сканером, монохроматором и компьютером 
онлайн. В  экспериментах использовали ротор 
с шестью отверстиями (An-G Ti) и 12-мм двух-
секторные ячейки. Перед опытом ротор пред-
варительно грели в термостате при 48  °C в те-
чение ночи. Профили седиментации образцов 
регистрировали путем измерения оптической 
плотности при 280  нм. Все ячейки сканиро-
вались одновременно с интервалом в 2,5  мин. 
Распределения дифференциальных коэффици-
ентов седиментации [c(s) vs s] были определены 
при 48 °C и приведены к стандартным условиям 
(растворитель с плотностью и вязкостью воды 
при 20 °C) с помощью программы SEDFIT [45]. 
Скорость ротора во всех опытах составляла 
48  000  об./мин. Значения плотности и дина-
мической вязкости растворов, используемых 
в опытах  AUC, представлены в таблицах  П1 
и П2 в Приложении.
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Анализ данных. Программное обеспечение 
Origin («OriginLab Corporation», США) вер-
сии 8.0 и выше было использовано для анализа 
полученных данных. Для характеристики со-
ответствия экспериментальных данных теоре-
тическим уравнениям использовался коэффи-
циент детерминации R2. Все представленные в 
работе данные характеризовались значениями 
R2 ≥ 0,98.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние Bet на кинетику тепловой агрегации 
модельных белков. Влияние химического шапе-
рона Bet на агрегацию ФБ при 48  °C, УФ-ФБ 
при 37  °C и апо-ФБ при 37  °C изучалось мето-
дом ДЛС. На рис. 1 представлены зависимости 
интенсивности светорассеяния  (I–I0) и разме-
ров гидродинамических радиусов агрегатов (Rh) 

Рис. 1. Влияние Bet на кинетику агрегации модельных белков. Зависимости (I–I0)  (а, в и  д) и Rh  (б, г и  е) от  t для 
ФБ при 48  °C (а  и  б), УФ-ФБ при 37  °C (в  и  г) и апо-ФБ при 37  °C (д  и  е) в присутствии  Bet. Концентрации шапе-
рона указаны на панелях; концентрация белка во всех экспериментах составляла 0,3 мг/мл. Исследования проводили 
в 30 мМ Hepes (рН 6,8) при постоянной ионной силе (IS) 150 мМ, создаваемой NaCl. Для наглядности на рис. 1 приве-
дены данные не для всех изученных концентраций Bet
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Таблица 1. Изменения основных параметров, характеризующих кинетику агрегации ФБ при 48 °C, УФ-ФБ при 37 °C и 
апо-ФБ при 37 °C, при повышении концентрации Bet

Основные 
параметры агрегации

Тест-система и диапазон концентраций Bet

ФБ при 48 °C (n = 0,5); 
[Bet]: 0–600 мМ

УФ-ФБ при 37 °C (n = 1); 
[Bet]: 0–755 мМ

апо-ФБ при 37 °C (n = 2); 
[Bet]: 0–600 мМ

Длительность стадии 
нуклеации, t*, мин

возрастает
с 3,02 ± 0,04

до 6,06 ± 0,18

снижается
с 7,14 ± 0,11

до 1,22 ± 0,07

возрастает
с 33,02 ± 0,11

до 73,70 ± 0,75

Начальная скорость роста 
агрегатов, v0·10–4, мин–1

снижается
с 8,90 ± 0,14

до 1,40 ± 0,09

возрастает
с 8,44 ± 0,23

до 12,00 ± 0,33

снижается
с 3,38 ± 0,10

до 0,66 ± 0,05

Размер стартовых 
агрегатов, Rh,0, нм

снижается
с 60,1 ± 2,8

до 19,8 ± 2,7

изменяется
с 20,0 ± 1,0

до 26,3 ± 2,1

снижается
с 16,4 ± 0,9

до 11,4 ± 1,2

Размер ядер, Rh*, нм
снижается

с 70,3 ± 3,1
до 28,8 ± 1,7

возрастает
с 44,4 ± 1,1

до 63,7 ± 1,3
(100 мМ Bet);

далее снижается
до 35,4 ± 1,2

возрастает
с 40,2 ± 1,5

до 67,4 ± 2,7

Примечание. Концентрация белка составляла 0,3 мг/мл (30 мМ Hepes (pH 6,8); IS = 150 мM).

от времени  (t) для белков-мишеней в присут-
ствии различных концентраций  Bet. Согласно 
полученным данным, рост концентрации Bet в 
диапазоне 0–600  мМ сопровождается увеличе-
нием продолжительности лаг-периода на кине-
тических кривых агрегации ФБ и апо-ФБ и сни-
жением значений I–I0 и Rh (рис. 1, а, б, д и е). 
Это указывает на то, что Bet защищает данные 
белки от тепловой агрегации. Прямо противо-
положное влияние Bet оказывает на УФ-ФБ, и 
рост концентрации Bet до 755 мМ стимулирует 
формирование агрегатов (рис. 1, в и г).

При анализе влияния шаперонов на кине-
тику агрегации модельных белков важно по-
нимать, по какому пути идет агрегация этих 
белков в отсутствие добавок. Подобные иссле-
дования были проведены в наших предыдущих 
работах [37, 38]. На схеме представлены основ-
ные стадии процесса агрегации ФБ, УФ-ФБ и 
апо-ФБ в выбранных условиях; скорость-ли-
митирующая стадия для каждой тест-системы 
выделена серым цветом. Следует отметить, что 
все предлагаемые механизмы агрегации осно-
ваны на предположении, что рост белковых 
агрегатов происходит за счет присоединения 
развернутых белковых молекул к сформиро-
вавшимся ядрам, а концентрация ядер по за-
вершении стадии нуклеации пропорциональ-
на исходной концентрации белка [46].

Количественная оценка влияния Bet на 
длительность стадии нуклеации  (t*) и на на-
чальную скорость роста агрегатов на стадии 

роста агрегатов (v0) модельных белков была по-
лучена с использованием уравнения  (3). Так-
же были оценены размеры стартовых агрега-
тов (Rh,0) и ядер (Rh*) (см. раздел «Материалы и 
методы»). Таблица 1 демонстрирует изменения 
значений этих параметров с ростом концентра-
ции Bet для каждой тест-системы. Полный на-
бор полученных данных для ФБ, УФ-ФБ и апо-
ФБ в присутствии различных концентраций 
Bet представлен в табл. П3–П5 в Приложении.

Влияние Bet на термостабильность модель-
ных белков. Денатурация белка является одной 
из ключевых стадий процесса его агрегации 
(схема). Для оценки влияния Bet на тепловое 
разворачивание модельных белков исполь-
зовался метод  ДСК. Температурные зави-
симости избыточного теплопоглощения для 
ФБ (1 мг/мл) и апо-ФБ (1 мг/мл) в отсутствие 
и в присутствии 100 мМ или 600 мМ Bet пред-
ставлены на  рис.  2. Получить аналогичные 
данные для УФ-ФБ не представляется возмож-
ным, поскольку нативная третичная структура 
белка практически утрачивается в процессе 
УФ- облучения [38].

Температура максимума (Tmax) профиля ДСК 
для ФБ соответствует значению 57,8 °C (рис. 2, а; 
сплошная кривая). Добавление 100 или 600 мМ 
Bet повышает термостабильность  ФБ и сдви-
гает кривую в сторону более высоких темпера-
тур до Tmax = 58,3 °C или 59,9 °C соответственно 
(рис.  2,  а; штриховая и штрихпунктирная кри-
вые). Основные калориметрические параметры, 
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Схема. Механизмы тепловой агрегации ФБ при 48  °C  (а), УФ-ФБ при 37  °C  (б) и апо-ФБ при 37  °C  (в). Для каждой 
тест-системы обозначены скорость-лимитирующая стадия (выделены серым цветом и жирными стрелками на схеме) 
и основные параметры, характеризующие стадию нуклеации (t*, Rh*) и стадию роста агрегатов (v0)

Рис. 2. Влияние Bet на термостабильность ФБ и апо-ФБ. Температурные зависимости избыточного теплопоглоще-
ния (ΔCp

ex), полученные для ФБ (1 мг/мл, панель а) и апо-ФБ (1 мг/мл, панель б) в отсутствие и в присутствии 100 
или 600 мМ Bet

характеризующие профили  ДСК, представле-
ны в  табл.  2. Согласно табл.  2, калориметриче-
ская энтальпия  (ΔHcal) теплового перехода  ФБ, 
определяемая как площадь под кривой  ДСК, 
незначительно увеличивается при добавлении 
шаперона, а сам переход становится более коо-
перативным, о чем свидетельствует уменьшение 
ширины пика. Это указывает на конформацион-
ные изменения, происходящие в молекуле ФБ 
под влиянием Bet.

Тепловая денатурация молекулы апо-ФБ 
(рис.  2,  б; табл.  2) в отсутствие добавок ха-
рактеризуется значениями Tmax  =  45,9  °C и 
ΔHcal = 725 кДж⋅моль–1. Присутствие Bet прак-

тически не влияет на энтальпию, ширину и 
форму пика, а положение Tmax смещается в 
сторону более высоких температур до 49,2  °C 
только при высоких (600  мМ) концентрациях 
шаперона. Это означает, что Bet может повы-
шать термостабильность апо-ФБ, однако не 
инициирует значительных структурных пере-
строек в молекуле белка.

Механизм действия Bet на агрегацию ФБ 
при 48 °C. Согласно схеме, первым этапом про-
цесса тепловой агрегации ФБ является стадия 
денатурации белковой молекулы. Эта стадия 
неразрывно связана с обратимой диссоциаци-
ей нативного димера ФБ на мономеры (D ↔ М). 
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Таблица 2. Основные калориметрические параметры тепловых переходов ФБ и апо-ФБ в присутствии химических 
шаперонов

Белок Шаперон Tmax, °C ΔHcal, кДж⋅моль–1 Ширина пика, °C

ФБ
(1 мг/мл)

нет 57,8 ± 0,1 3470 ± 210 7,97 ± 0,09

100 мМ Bet 58,3 ± 0,1 3620 ± 230 6,85 ± 0,07

600 мМ Bet 59,9 ± 0,1 3700 ± 245 6,45 ± 0,09

100 мМ Lys 53,9 ± 0,1 3750 ± 260 8,93 ± 0,11

aпo-ФБ
(1 мг/мл)

нет 45,9 ± 0,1 725 ± 45 6,30 ± 0,07

100 мМ Bet 45,7 ± 0,1 775 ± 47 6,44 ± 0,09

600 мМ Bet 49,2 ± 0,1 730 ± 45 6,74 ± 0,08

100 мМ Lys 46,1 ± 0,1 783 ± 50 6,38 ± 0,07

Примечание. В таблице приведены средние значения полученных данных ± стандартное отклонение.

Поскольку химические шапероны могут ока-
зывать значительное влияние на этот про-
цесс, олигомерное состояние ФБ в отсутствие 
и в присутствии  Bet было исследовано мето-
дом  AUC. Полученные данные седиментации 
представлены на рис. 3.

Распределение c(s) для ФБ показывает два 
пика с коэффициентами седиментации (s20,w) 
5,3 и 10 S, которые соответствуют мономерной 
и димерной формам белка. Сравнение это-
го распределения с таковыми для смесей ФБ 
в присутствии Bet (100, 300 и 500  мМ; рис.  3) 
показало, что доля мономера ФБ (5,3 S) умень-
шалась с ростом концентрации шаперона. При 
этом появляются новые пики с s20,w, равные 

6,2; 7,1 и 8,3 S, которые могут соответствовать 
частично развернутым димерам с разной кон-
формацией. Небольшое плечо s20,w  =  10  S на 
распределении  c(s) в присутствии 500  мМ  Bet 
указывает на то, что небольшая часть димера 
может находиться в нативной форме.

Таким образом, данные AUC указывают 
на смещение равновесия D ↔ М в сторону ди-
мерной формы ФБ под влиянием Bet, что кор-
релирует с полученными ранее данными  [40]. 
Способность осмолитов стабилизировать на-
тивную структуру белков широко обсуждается 
в недавнем обзоре Sharma et al. [47]. Следует от-
метить, что краудинг, возникающий из-за при-
сутствия высоких концентраций шаперонов, 

Рис. 3. Влияние Bet на олигомерное состояние ФБ. Дифференциальные распределения по коэффициентам седимен-
тации, c(s), для ФБ (0,37 мг/мл) в отсутствие и в присутствии 100, 300 или 500 мМ Bet. Значения коэффициента седи-
ментации выделены курсивом. Распределения c(s) были получены при 48  °C и приведены к стандартным условиям. 
Общее время при 48 °С составило 80 мин
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также может препятствовать диссоциации  ФБ 
и стабилизировать димерную форму белка на 
этой стадии.

Димер ФБ денатурирует медленнее, чем 
его мономер  [36], что объясняет повышение 
термостабильности белка в присутствии  Bet 
(данные ДСК). Стабилизация третичной и чет-
вертичной структуры молекулы  ФБ с ростом 
концентрации Bet приводит к снижению скоро-
сти его разворачивания под действием темпера-
туры. Согласно данным  ДЛС (табл.  1), сниже-
ние параметра v0 свидетельствует о замедлении 
процесса слипания развернутых белковых мо-
лекул. Длительность стадии нуклеации возрас-
тает (параметр  t*), а значительное уменьшение 
размеров Rh,0 и Rh* может означать, что в обра-
зовании стартовых агрегатов и ядер участвует 
меньшее количество развернутых белковых мо-
лекул или что конформация этих молекул более 
компактна.

Можно заключить, что защитный эф-
фект Bet при тепловой агрегации ФБ при 48 °C 
обусловлен в первую очередь ингибированием 
лимитирующей для данной тест-системы ста-
дии диссоциации/денатурации  ФБ  (n  =  0,5; 
схема, а). Вследствие этого количество развер-
нутых молекул белка в растворе нарастает мед-
ленно, что приводит к снижению скоростей 
формирования ядер и роста агрегатов.

Механизмы действия Bet при тепловой агре-
гации апо-ФБ и УФ-ФБ. В  отличие от натив-
ной ФБ, апо-ФБ является мономерным тер-
молабильным белком, поскольку удаление 
пиридоксаль-5′-фосфата из активного центра 
фермента приводит к его диссоциации [48, 49]. 
При 37  °C стадия денатурации апо-ФБ проте-
кает быстро, а скорость-лимитирующей стано-
вится стадия роста агрегатов (n  =  2; схема, в) 
[37]. Данные ДЛС  (рис.  1,  д) показывают, что 
Bet в концентрации 600  мМ замедляет агрега-
цию белка-мишени, увеличивая значение t* и 
снижая v0 (табл. 1). Это может быть связано со 
способностью осмолитов повышать термоста-
бильность белков и защищать их от разворачи-
вания в денатурирующих условиях [47], как это 
было показано для  ФБ. Однако данные  ДСК 
показывают, что Bet в концентрации 100  мМ 
практически не влияет на тепловое разворачи-
вание апо-ФБ (рис.  2,  б; табл.  2). Повышение 
термостабильности белка при высокой кон-
центрации шаперона (рис. 2, б; штрихпунктир-
ная кривая) может быть связано с эффектом 
краудинга, который стабилизирует более ком-
пактную конформацию и препятствует раз-
ворачиванию белка. В  рамках предложенного 
механизма (схема,  в) полученные результаты 
можно объяснить тем, что Bet неэффективно 

ингибирует относительно быструю стадию раз-
ворачивания апо-ФБ, однако он значительно 
замедляет стадию роста агрегатов. Стабилизи-
рующее воздействие осмолитов на структуру 
белков во время стресса обсуждается во мно-
гих работах  [13, 14, 17, 47]. Однако исследова-
ния группы Pielak указывают на необходимость 
учитывать влияние осмолитов не только на 
стабильность белков, но и на белок-белковые 
взаимодействия, такие как ассоциация/агрега-
ция и формирование комплексов [50]. Это кор-
релирует с полученными нами данными по за-
щитному действию Bet при агрегации апо-ФБ. 
Сравнение эффекта Bet на ФБ и апо-ФБ пока-
зывает, что данный шаперон может стабили-
зировать как нативное состояние белка, так и 
снижать скорость слипания белковых молекул 
друг с другом.

В то же время Bet стимулирует агрегацию 
УФ-ФБ при 37 °C (рис. 1, в и г). Известно, что 
УФ-излучение повреждает конформационные 
замки димеров  ФБ, что приводит к диссоциа-
ции и разворачиванию белковой молекулы 
и утрате ее нативной структуры  [38]. Это со-
провождается изменением гидрофобности по-
верхности белка и образованием относительно 
устойчивых первичных кластеров размером 
~10  нм  [38, 51]. В результате процесс агрега-
ции УФ-ФБ не включает стадию денатурации 
(схема,  б). Стадиям нуклеации и роста агрега-
тов предшествует медленная стадия структур-
ной реорганизации молекул УФ-ФБ, и порядок 
агрегации по отношению к белку становится 
равным единице (n = 1) [38].

Недавние исследования показали, что ме-
тиламины способны образовывать комплексы 
с гидрофобными участками на поверхности 
белка  [52, 53]. На  поверхности УФ-облучен-
ной молекулы  ФБ такие участки могут обра-
зовываться за счет экспонирования колец аро-
матических аминокислот, с которыми Bet 
преимущественно связывается, нежели исклю-
чается с поверхности  [54]. Можно предполо-
жить, что взаимодействие Bet с УФ-ФБ уско-
ряет структурную перестройку молекулы белка 
(скорость- лимитирующая стадия на схеме,  б). 
Конформация молекул/кластеров изменяется 
и становится менее компактной, о чем сви-
детельствует увеличение гидродинамических 
радиусов  Rh,0 и  Rh* в присутствии 100  мМ  Bet 
(табл.  1; табл.  П4  в  Приложении). Снижение 
значений  Rh* при дальнейшем увеличении 
концентрации Bet может быть обусловлено эф-
фектом краудинга, который, с одной стороны, 
стимулирует формирование более компактной 
структуры белка, а с другой – ускоряет стадию 
агрегации. Увеличение значения  v0 (табл.  1) 
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Таблица 3. Изменение основных параметров, характеризующих кинетику агрегации ФБ при 48 °C, УФ-ФБ при 37 °C 
и апо-ФБ при 37 °C при повышении концентрации Lys

Основные параметры 
агрегации

Тест-система и диапазон концентраций Lys

ФБ при 48 °C (n = 0,5); 
[Lys]: 0–125 мМ

УФ-ФБ при 37 °C (n = 1); 
[Lys]: 0–120

апо-ФБ при 37 °C (n = 2); 
[Lys]: 0–124 мМ

Длительность стадии 
нуклеации, t*, мин

возрастает 
с 3,02 ± 0,04 до 3,55 ± 0,05

возрастает 
с 7,14 ± 0,11 до 12,46 ± 0,36

возрастает 
с 33,02 ± 0,11 до 48,71 ± 0,32

Начальная скорость роста 
агрегатов, v0·10–4, мин–1

возрастает 
с 8,90 ± 0,14 до 10,17 ± 0,18

снижается 
с 8,44 ± 0,23 до 4,96 ± 0,40

снижается 
с 3,38 ± 0,10 до 0,98 ± 0,14

Размер стартовых 
агрегатов, Rh,0, нм

возрастает 
с 60,1 ± 2,8 до 78,2 ± 1,9

снижается 
с 20,0 ± 1,0 до 13,9 ± 0,8

снижается 
с 16,4 ± 0,9 до 4,2 ± 0,6

Размер ядер, Rh*, нм возрастает 
с 70,3 ± 3,1 до 112,5 ± 1,7

снижается 
с 44,4 ± 1,1 до 37,5 ± 1,6

не изменяется, 
‹Rh*› = 40,9 ± 1,0

Примечание. Концентрация белка составляла 0,3 мг/мл (30 мМ Hepes (pH 6,8); IS = 150 мМ).

указывает на то, что Bet-индуцированное из-
менение конформации молекул УФ-ФБ сти-
мулирует их слипание с ядрами. Ранее было 
показано, что добавление Bet к ФБ на стадии 
роста агрегатов ускоряет процесс агрегации 
белка  [39]. Данные настоящей работы указы-
вают на способность  Bet взаимодействовать с 
поверхностью развернутого белка и усиливать 
его агрегацию.

Ускорение тепловой агрегации ФБ под влия-
нием Lys. Представляло интерес сравнить ме-
ханизмы действия Bet на агрегацию модельных 
белков с действием другого шаперона. Соглас-
но данным ДЛС (рис. П1 в Приложении), Lys 
стимулирует агрегацию ФБ при 48 °C, но зна-
чительно тормозит агрегацию УФ-ФБ и апо-
ФБ при 37  °C. Изменения параметров, харак-
теризующих кинетику агрегации белков при 

повышении концентрации Lys, представлены 
в табл. 3 и табл. П6–П8 в Приложении.

Исследования стабильности ФБ мето-
дом  ДСК (рис.  4,  а; табл.  2) показали, что в 
присутствии 100 мМ Lys значение Tmax смеща-
ется на 3,9 °C в сторону более низких темпера-
тур. Это сопровождалось существенным изме-
нением формы профиля ДСК и уменьшением 
кооперативности теплового перехода. По-ви-
димому, Lys  вызывает значительные конфор-
мационные перестройки в молекуле  ФБ, что 
приводит к снижению ее термостабильности, 
и процесс разворачивания белка под влиянием 
температуры заметно ускоряется.

Важную информацию может дать оценка 
влияния Lys на олигомерное состояние  ФБ. 
Данные AUC  (рис.  4,  б), полученные при на-
гревании белка в течение 100  мин при 48  °C, 

Рис. 4. Влияние Lys на термостабильность и олигомерное состояние ФБ. а – Зависимости избыточного теплопоглоще-
ния (ΔCp

ex) от температуры для ФБ (1 мг/мл); б – распределения c(s) для ФБ (0,38 мг/мл) в отсутствие и в присутствии 
100 мМ Lys. Значения коэффициентов седиментации показаны курсивом. Распределения c(s) были получены при 48 °C 
и скорректированы до стандартных условий; общее время при 48 °С составило 100 мин
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показывают, что распределение  c(s) для  ФБ 
в присутствии 100  мМ Lys (штриховая кри-
вая) имеет два основных пика с s20,w, равными 
5,8 и  7,8  S, что может соответствовать смесям 
комплексов  Lys с денатурированными моно-
мерными и димерными формами белка раз-
личной конформации. Кроме того, в растворе 
присутствуют мелкие агрегаты 12,6  S. Оценка 
доли агрегированной ФБ (γagg), осаждающейся 
при ускорении ротора в экспериментах  AUC, 
указывает на тенденцию к увеличению зна-
чения  γagg в присутствии  Lys. Зарегистрирова-
но, что через 100  мин при 48  °C величина  γagg 
для ФБ изменяется от 69 до 73% в отсутствие и 
в присутствии 100 мМ Lys соответственно. При 
увеличении общего времени нагрева до 3,5  ч 
(данные AUC не представлены) значение  γagg 
изменялось от 82% (для ФБ) до 92% в присут-
ствии 25 мМ Lys. Коэффициент седиментации 
оставшегося в растворе неагрегированного 
белка составлял 3,5 S, что может соответство-
вать развернутой асимметричной мономерной 
форме. При увеличении концентрации Lys 
до 50 мМ в этих условиях весь белок преципи-
тировал.

Можно заключить, что индуцированные 
Lys конформационные изменения в молеку-
ле ФБ в процессе ее нагрева приводят к суще-
ственной дестабилизации как третичной, так 
и четвертичной структуры белка (данные ДСК 
и AUC). За счет смещения равновесия D ↔ М в 
сторону мономерной формы и снижения тер-
мостабильности белка стадия диссоциации/
денатурации ФБ ускоряется (схема, а). Незна-
чительное замедление стадии нуклеации, веро-
ятно, связано с формированием более крупных 
агрегатов в присутствии  Lys, о чем свидетель-
ствует рост значений  Rh,0,  Rh* (ДЛС, табл.  3) 
и γagg (AUC).

Здесь интересно сравнить механизмы 
действия  Lys и другой аминокислоты, арги-
нина  (Arg), который часто влияет на белки 
сходным с Lys образом  [26–30]. Arg  ускоряет 
тепловую агрегацию  ФБ, однако не вызывает 
значительных конформационных изменений в 
молекуле белка, не влияет на размеры Rh,0 и Rh* 
и уменьшает t* [44]. Сходный с Lys эффект Arg 
на агрегацию  ФБ также обусловлен сдвигом 
равновесия D  ↔  M вправо. Однако Arg  деста-
билизирует преимущественно четвертичную 
структуру молекулы  ФБ, обладая способно-
стью разрушать конформационные замки и 
стимулировать диссоциацию олигомерного 
белка  [44]. Дальнейшее ускорение стадии ро-
ста агрегатов характерно для обоих агентов, 
хотя увеличение параметра  v0 с ростом кон-
центрации Lys не очень значимо (табл. 3).

Защитное действие Lys на тепловую агре-
гацию УФ-ФБ и апо-ФБ. В  случае УФ-ФБ и 
апо-ФБ при 37  °С Lys  действует как химиче-
ский шаперон, тормозя их тепловую агрега-
цию. В обоих случаях взаимодействие модель-
ных белков с Lys характеризуется увеличением 
длительности стадии нуклеации и снижени-
ем скорости роста агрегатов (табл.  3; параме-
тры t*, v0). Однако механизмы защиты от агре-
гации для двух белков, демонстрируемые  Lys, 
различны из-за различий в путях агрегации 
самих белков (схема, б и в).

Согласно схеме и данным табл. 3, защитное 
действие  Lys при тепловой агрегации УФ-ФБ 
обусловлено ингибированием процесса струк-
турной реорганизации белковых молекул/клас-
теров УФ-ФБ, что приводит к снижению ско-
рости их слипания. Уменьшение размеров  Rh,0 
и  Rh*(табл.  3; табл.  П7  в  Приложении) может 
свидетельствовать о более компактной кон-
формации/конфигурации белковой молекулы в 
присутствии Lys.

Интерпретация полученных данных для 
апо-ФБ при 37 °С иная. Согласно данным ДСК 
(табл.  2; рис.  П2  в  Приложении), основные 
калориметрические параметры, характери-
зующие плавление апо-ФБ в отсутствие и в 
присутствии 100  мМ  Lys, практически не из-
меняются. Это означает, что основное защит-
ное действие как  Lys, так и  Bet на тепловую 
агрегацию апо-ФБ направлено на снижение 
скорости слипания белковых молекул без су-
щественного влияния на процесс их развора-
чивания.

Однако анализ размеров Rh,0 и Rh*, детекти-
руемых в присутствии Bet или Lys (табл. 1 и 3), 
указывает на различия во влиянии этих шапе-
ронов на комплексообразование и белок-бел-
ковые взаимодействия. Увеличение концен-
трации Lys от  0 до  124  мМ сопровождается 
снижением значений  Rh,0 в ~4  раза, что может 
быть следствием уменьшения количества моле-
кул апо-ФБ, образующих стартовые агрегаты, 
или их более компактой конформацией. Это 
приводит к более длительному формированию 
ядер, размер которых остается постоянным не-
зависимо от концентрации Lys (табл. 3). Инте-
ресно отметить, что одинаковые размеры  Rh* 
получены для  ФБ  [44] и апо-ФБ (неопублико-
ванные данные) и в присутствии различных 
концентраций  Arg при IS  =  150  мМ. Возмож-
но, это обусловлено влиянием электростати-
ческого взаимодействия зарядов аминокислот 
с поверхностью формирующихся стартовых 
агрегатов и ядер. Нейтрально заряженный Bet 
незначительно снижает значение Rh,0, но стиму-
лирует рост ядер Rh*. Скорость присоединения 
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белковых молекул к сформировавшимся ядрам 
(параметр v0) также снижается заметнее в при-
сутствии  Lys, чем  Bet (табл.  3; табл.  П5  и  П8 
в  Приложении). Подобная эффективность  Lys 
может быть связана с тем, что сродство этого 
шаперона к апо-ФБ в  3  раза выше, чем у  Bet 
(данные не представлены).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе были проанализиро-
ваны и описаны различные механизмы дей-
ствия химических шаперонов Bet и Lys на мо-
дельные белки, характеризующиеся различной 
кинетикой агрегации (ФБ при 48  °C, n  =  0,5; 
УФ-ФБ при 37  °C, n  =  1; апо-ФБ при 37  °C, 
n = 2). Были сформулированы следующие вы-
воды. 1) Механизм действия химических шапе-
ронов на комплекс белок–мишень зависит от 
структуры и кинетического режима агрегации 
белка. 2)  Сходный эффект на агрегацию бел-
ков может быть результатом разных механиз-
мов действия шаперонов. 3)  Сравнение дей-
ствия химического шаперона на тест-системах 
с различной кинетикой агрегации дает более 
полную информацию о возможностях при-
менения данного шаперона. Характеристи-
ка механизмов функционирования шаперо-
нов, приведенная в данной работе, расширяет 
наши представления о влиянии химических 
шаперонов на разные стадии общего процесса 
агрегации белков и может быть полезна другим 
исследователям.
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EFFECT OF CHEMICAL CHAPERONES ON PROCESSES OF PROTEIN 
AGGREGATION PROCEEDING IN DIFFERENT KINETIC REGIMES

V. V. Mikhaylova*, T. B. Eronina, N. A. Chebotareva, and B. I. Kurganov

Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” 
of the Russian Academy of Sciences, 119071 Moscow, Russia; e-mail: mikhaylova.inbi@inbox.ru

The formation and accumulation of protein aggregates adversely affect intracellular processes in a living cell 
and are a negative factor in the production and storage of protein preparations. Chemical chaperones can 
prevent protein aggregation, but this property is not universal and depends on the structure of the target 
protein and the kinetics of its aggregation. In this work, we studied the effect of betaine (Bet) and lysine 
(Lys) on test systems based on thermal aggregation of muscle glycogen phosphorylase  b (Phb) at 48°C, 
UV-irradiated Phb (UV-Phb) at 37°C and apo-form of Phb (apo-Phb) at 37°C and characterized by the order 
of aggregation with respect to the protein (n) equal to 0.5, 1 or 2, respectively. Dynamic light scattering, 
differential scanning calorimetry, and analytical ultracentrifugation have shown that Bet protects Phb and 
apo-Phb from aggregation, but accelerates the aggregation of UV-Phb. At the same time, Lys prevents 
UV-Phb and apo-Phb aggregation, but increases the rate of Phb aggregate formation. The mechanisms of 
chemical chaperone action on the tertiary and quaternary structures and the kinetics of thermal aggregation 
of the target proteins are discussed. Comparison of the effect of chemical chaperones on test systems 
with different kinetic regimes of aggregation provides more complete information about the mechanism 
of their action.

Keywords: aggregation, kinetic regime, chemical chaperone, glycogen phosphorylase b
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ИНГИБИТОРЫ ГАЛАКТОНОЛАКТОНОКСИДАЗЫ ИЗ Trypanosoma cruzi 
НА ОСНОВЕ АЛЛИЛПОЛИАЛКОКСИБЕНЗОЛОВ
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Ингибирование путей биосинтеза соединений, жизненно необходимых Trypanosoma cruzi, рассмат-
ривается исследователями как один из возможных механизмов действия потенциальных лекарств 
против болезни Шагаса. В  качестве одного из таких механизмов нами рассматривается ингибиро-
вание галактонолактоноксидазы из T.  cruzi  (TcGAL), катализирующей финальную стадию синтеза 
витамина С – антиоксиданта, который T. cruzi не способна усваивать извне и должна синтезировать 
сама. В  данной работе впервые найден класс эффективных ингибиторов TcGAL  – растительные 
аллилбензолы. Обнаружено, что природные аллилполиалкоксибензолы (АПАБ) – апиол, диллапи-
ол и др. являются эффективными ингибиторами TcGAL с IС50 = 20–130 мкМ; установлен неконку-
рентный механизм действия апиола. Найдено, что конъюгирование АПАБ с трифенилфосфонием, 
обеспечивающим селективную доставку биологически активных веществ в митохондрии, позволяет 
повысить эффективность и/или максимальный процент ингибирования по сравнению с немодифи-
цированными АПАБ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: галактонолактоноксидаза, болезнь Шагаса, ингибиторы, апиол, аллилполиалкок-
сибензолы, трифенилфосфиновые производные, диллапиол, миристицин, эвгенол, эстрагол.

DOI: 10.31857/S0320972523010074, EDN: PCFZWJ

Принятые сокращения: АОТ – ди-2-этилгексилового эфира сульфоянтарной кислоты; АПАБ – аллилполиалкокси-
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Шагаса  – заболевание, вызы-
ваемое простейшим организмом-паразитом 
Trypanosoma cruzi. Согласно данным Всемир-
ной организации здравоохранения, примерно 
6–7 млн человек во всем мире инфицированы 
T. cruzi и ещё 75 млн человек находятся в зоне 
риска. В настоящее время заболевание лечит-
ся всего двумя препаратами: бензнидазолом и 
нифуртимоксом, которые действуют как про-
лекарства, активируясь внутри организма па-
разита митохондриальной NADH-зависимой 
нитроредуктазой I-типа. В  основе действия 
обоих препаратов лежит восстановление их 
нитрогруппы до аминогруппы с образованием 
различных промежуточных свободных ради-
калов и электрофильных метаболитов. Однако 
у данных лекарств есть ряд серьёзных недо-

статков, в том числе эффективность только на 
острой или ранней фазе инфекции, побочные 
эффекты в течение курса приёма и развиваю-
щаяся устойчивость паразита к используемым 
препаратам [1].

Одним из перспективных направлений по-
иска лекарств против болезни Шагаса являются 
исследования, посвящённые ингибированию 
биосинтеза соединений, жизненно необходи-
мых T. cruzi. Например, Lepesheva et al. [2] рас-
сматривают стерол-14α-деметилазу, участвую-
щую в биосинтезе стеролов (необходимы для 
нормального функционирования мембран), 
как потенциальную мишень для терапии болез-
ни Шагаса. Так, использование противогриб-
ковых азолов, которые блокируют биосинтез 
стеролов, оказалось очень успешным против 
одноклеточных паразитов: позаконазол, пре-
парат класса триазолов, в настоящее время 
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вступает в фазу II клинических испытаний для 
лечения болезни Шагаса.

В рамках данной работы мы рассматрива-
ем ингибирование биосинтеза другого жизнен-
но важного для T. cruzi соединения – витами-
на  С, антиоксиданта, который трипаносома 
не может усваивать извне и должна синтези-
ровать самостоятельно  [3]. В  качестве потен-
циальной мишени для разработки лекарства 
нами была выбрана галактонолактонокси-
даза из T.  cruzi  (TcGAL), катализирующая 
финальную стадию синтеза витамина  С из 
L-галактоно-1,4-лактона. Ввиду отсутствия га-
лактонолактоноксидазы в организме человека 
соответствующий ингибитор может рассмат-
риваться как потенциально селективное ле-
карство против болезни Шагаса. Недавно был 
обнаружен антипаразитарный эффект природ-
ного алколоида, ликорина, против T. cruzi  [4], 
однако молекулярная мишень и механизм дей-
ствия не установлен. Нами продемонстриро-
вано, что ликорин оказывает ингибирующий 
эффект на TcGAL  [5], однако эффективность 
ингибирования TcGAL ликорином на 2 поряд-
ка ниже в сравнении с таковой в отношении 
самой T. cruzi, что говорит о низкой доступно-
сти фермента для ликорина в организме. Либо 
ликорин действует на другую мишень в T. cruzi, 
либо на фермент действует не сам ликорин, а 
его метаболиты.

Другим перспективным классом соедине-
ний в качестве предполагаемых ингибиторов 
TcGAL являются халконы, содержащие общий 
бензодиоксольный фрагмент. Показано, что ряд 
соединений группы халконов из гречишника 
Polygonum salicifolium проявляют антитрипано-
сомную активность [6] и потенциально приме-
нимы для лечения целого ряда трипаносомных 
инфекций. В настоящей работе рассматривает-
ся группа халконов, некоторые представители 
которой, например, 2′,4′-дигидрокси-6′-меток-
сихалконы, подавляют рост T.  cruzi в концен-
трации 20 мкМ и менее [7].

В качестве перспективной группы соедине-
ний в представленной работе рассматриваются 
природные аллилполиалкоксибензолы (АПАБ), 
компоненты экстрактов растительного сырья 
(например, Anethum graveolens  L. и Petroselinum 
sativum Hoffm.), обладающие разнообразной био-
логической активностью, в том числе противо-
воспалительной, противомикробной и др. [8, 9]. 
В  частности, диллапиол (основной компо-
нент экстракта листьев Piper aduncum) обла-
дает антилейшманийной активностью с  IC50  = 
= 60 мкМ [10]. Можно предположить, что дил-
лапиол и, возможно, другие АПАБ будут прояв-
лять антитрипаносомную активность.

Следует также учитывать, что антитрипа-
носомный эффект потенциальных ингиби-
торов T.  cruzi может быть усилен посредством 
модификации  АПАБ, в частности, их конъ-
югирования с трифенилфосфонием  (ТФФ), 
обеспечивающим селективную доставку био-
логически активных веществ в митохондрии 
за счёт внутреннего отрицательного трансмем-
бранного потенциала  [8]. Известно, что акку-
мулирование конъюгатов ряда соединений с 
ТФФ в митохондриях позволяет усилить их 
антибактериальную активность, что, в частно-
сти, показано в отношении Bacillus subtilis [11].

Таким образом, целью данной работы яв-
ляется изучение влияния АПАБ на активность 
галактонолактоноксидазы из T. cruzi для разра-
ботки новых лекарств против болезни Шагаса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. D-арабиноно-1,4-лактон, 2,6-ди-
хлорфенолиндофенол, натриевая соль ди-2- 
этилгексилового эфира сульфоянтарной кис-
лоты (АОТ), компоненты буферных раство-
ров, н-октан и ацетонитрил («Sigma-Aldrich», 
США); феназинметасульфат («Merck», Гер-
мания); ликорин («Aladdin», Китай); эвгенол 
(«Acros Organics», Бельгия). Халконы были 
любезно предоставлены сотрудниками ИОХ 
им. Н.Д. Зелинского РАН (Москва, Россия).

Рекомбинантная экспрессия TcGAL. Рекомби-
нантную экспрессию галактонолактоноксида-
зы (EC 1.3.3.12) из T. cruzi (TcGAL) в Escherichia 
coli проводили согласно методике, описанной 
ранее  [3]. Вкратце, для продукции фермента 
клетки E.  coli BL21  (DE3), несущие плазмиду 
pBAD-TcGAL (любезно предоставлена проф. 
W.J.H. van  Berkel (Вагенингенский универси-
тет, Нидерланды)), выращивали в среде  LB с 
добавлением 100  мкг/мл ампициллина до до-
стижения А600  ~  0,6. Экспрессию TcGAL ин-
дуцировали добавлением 0,02% L-арабино-
зы, и продолжали инкубацию в течение 16  ч 
при 28 °С.

Рефолдинг телец включения TcGAL. Ре-
фолдинг TcGAL проводили согласно мето-
дике, описанной ранее  [3]. Нерастворимый 
материал, собранный после лизиса клеток, 
промывали 6%-ным Triton X-100, содержащим 
60 мМ ЭДТА и 1,5 М NaCl (рН 7,0), и раство-
ряли в  6  М гуанидин хлориде. Затем денату-
рант удаляли диализом против 10 мМ фосфата 
натрия (рН  =  8,0). После диализа суспензию 
агрегированного белка вводили в систему об-
ращённых мицелл вода-АОТ-октан, степень 
гидратации W0  =  30 достигали добавлением 
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10  мМ фосфата натрия (рН  8,8). Окислен-
ный и восстановленный растворы глутатиона 
(100 мМ GSSG и 300 мМ GSH) в 10 мМ фос-
фате натрия (рН  8,8) смешивали, и аликвоту 
10 мкл добавляли к 1 мл мицеллярного раство-
ра фермента в 0,4 М АОТ. Рефолдинг фермента 
инициировали добавлением аликвоты (10 мкл) 
раствора  FAD в воде (10-кратный молярный 
избыток по отношению к концентрации фер-
мента). Конечная концентрация белка в ми-
целлах составляла 1–2 мг/мл.

Экстракция и очистка апиола и диллапио-
ла. Выделение и очистку растительных апи-
ола и диллапиола проводили согласно мето-
дике, описанной Tsyganov  et  al.  [8]. Вкратце, 
экстракцию семян петрушки и укропа жид-
ким СО2 осуществляла компания ООО «Кара-
ван» (Краснодар, Россия). Апиол, диллапиол 
и миристицин чистотой 98–99% получены вы-
сокоэффективной перегонкой СО2-экстрактов 
на опытно-промышленной установке в Ин-
ституте органической химии им.  Н.Д.  Зелин-
ского РАН (Москва, Россия).

Синтез конъюгатов с трифенилфосфонием и 
пропилтрифенилфосфония. Конъюгаты апиола, 
диллапиола и аллилтетраметоксибензола с три-
фенилфосфинием, а также пропилтрифенил-
фосфоний (пропил–ТФФ) были получены со-
гласно методике, описанной Tsyganov et al. [8].

Определение параметров ингибирования 
TcGAL для исследуемых органических соедине-
ний. Для спектрофотометрического измерения 
активности фермента использовали методику 
с применением системы обращённых мицелл 
поверхностно-активных веществ (ПАВ), пред-
ложенную в работе Chudin  et  al  [5]. Вкратце, 
использовали комбинацию 120  мкМ феназин-
метосульфата в ацетонитриле в качестве элек-
троноакцептора и 120  мкМ водный раствор 
2,6-дихлорфенолиндофенола в качестве кра-
сителя, обесцвечивающегося при образовании 
аскорбата при длине волны  550  нм. Поглоще-
ние измеряли с помощью спектрофотометра 
Ultrospec-2100 pro («Amersham biosciences», 
США). В качестве среды использовали систему 
обращённых мицелл 0,1 М АОТ. Концентрации 
TcGAL и D-арабиноно-1,4-лактона поддержи-
вали постоянными (34  нМ и  1  мМ  соответ-
ственно). Концентрацию раствора субстрата 
D-арабиноно-1,4-лактона перед измерением 
активности уточняли с помощью КД-спектро-
метра Jasco J-815 («JASCO», Япония). Во  всех 
опытах по измерению активности TcGAL (эф-
фекта ингибирования) использовали выше-
описанную методику с приведёнными условия-
ми и концентрациями, если не указано иного. 
Запасные растворы ингибиторов готовили в 

75%-ном этаноле, кроме ликорина, который 
растворяли в дистиллированной воде. Для по-
строения графиков и статистической обработ-
ки данных с использованием t-критерия Стью-
дента применяли программу SigmaPlot  11.1. 
Значения представлены как среднее  ±  стан-
дартное отклонение трёх независимых экспе-
риментов.

ИК-спектроскопия Фурье. ИК-спектры в 
режиме нарушенного полного внутреннего 
отражения регистрировали с помощью при-
бора Bruker Tensor  27, оснащённым детек-
тором  MCT, охлаждаемым жидким азотом 
(«Bruker», Германия). Образцы помещали в 
термостатируемую ячейку BioATR-II с элемен-
том ZnSe  ATR («Bruker»). ИК-спектры реги-
стрировали в диапазоне 900–3000 см−1 со спек-
тральным разрешением 1  см−1. Для каждого 
спектра накапливалось 50 сканов со скоростью 
20  кГц и усреднялось. Спектральные данные 
обрабатывались с использованием программ-
ной системы Bruker Opus 8.2.28 («Bruker»), ко-
торая включает коррекцию базовой линии и 
атмосферную компенсацию.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Применение системы обращённых мицелл 
для изучения ингибирования TcGAL. Изучение 
ингибирования TcGAL до недавнего време-
ни представлялось невозможным, посколь-
ку TcGAL  – митохондриальный мембранный 
фермент, образующий тельца включения и не 
сворачивающийся в водной среде. Впервые 
провести сворачивание и измерить активность 
TcGAL удалось с помощью предложенно-
го нами метода, основанного на применении 
систем обращённых мицелл (модели био-
мембран)  [3]. Ингибиторный анализ TcGAL 
впервые был осуществлён в нашей работе  [5] 
на примере ликорина  – природного алкало-
ида, который подавляет рост микроорганиз-
ма T.  cruzi, однако молекулярная мишень, на 
которую действует ликорин, неизвестна  [4]. 
В  работе Chudin  et  al.  [5] нами была разрабо-
тана методика проведения ингибиторного 
анализа для TcGAL и обнаружен ингибирую-
щий эффект ликорина, а в настоящей рабо-
те мы применили разработанный подход для 
анализа ряда соединений других классов  – 
потенциальных ингибиторов TcGAL. Следу-
ет подчеркнуть, что обращённые мицеллы 
являются релевантными моделями митохон-
дриальных мембран. Известно, что мембра-
ны митохондрий часто содержат небислойные 
липидные структуры, которые представляют 
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собой ассоциаты молекул липидов, постро-
енные по типу обращённых мицелл, заклю-
чённых между монослоями двухслойной мем-
браны. С  участием такого рода небислойных 
липидных структур осуществляются слияние 
и компартментализация мембран, экзоцитоз, 
трансмембранный перенос и др. [12].

Ключевым параметром системы обращён-
ных мицелл являются размеры их внутрен-
ней полости, которые можно регулировать, 
варьируя степень гидратации  W0, определяе-
мую мольным соотношением воды и ПАВ [12]. 
Максимальная активность ферментов в мицел-
лярных системах наблюдается при степени ги-
дратации W0, когда размер внутренней полости 
мицеллы соответствует геометрическим пара-
метрам солюбилизируемого фермента. В  слу-
чае олигомерных ферментов на зависимостях 
каталитической активности от  W0 наблюдают-
ся несколько оптимумов (колоколообразный 
вид), которые соответствуют функционирова-
нию отдельных олигомерных форм фермента, 
обладающих каталитической активностью [13].

Профиль зависимости активности TcGAL 
от степени гидратации мицелл, как и других 
олигомерных ферментов, также имеет коло-
колообразный вид и характеризуется двумя 
оптимумами при степенях гидратации W0  = 
= 21–22 и W0 = 27–29 (рис. 1, а). Каталитиче-
ские параметры TcGAL в оптимумах актив-
ности представлены на рис.  1,  б. Полученные 
данные согласуются с полученными ранее в 
работе Kudryashova et al. [3], где было установ-
лено, что оптимумы активности в указанных 
интервалах степеней гидратации  W0 соответ-
ствуют функционированию мономерной и ди-
мерной форм фермента.

Эффективность ингибирования TcGAL 
ликорином в случае мономерной и димерной 

форм фермента практически не отличается [5], 
поэтому изучение влияния действия потенци-
альных ингибиторов в данной работе проводи-
лось при степени гидратации W0 = 22, соответ-
ствующей мономерной форме TcGAL, которая 
обладает наибольшей активностью.

Влияние аллилполиалкоксибензолов (АПАБ) 
на активность  TcGAL. В  данной работе изу-
чено влияние АПАБ на активность  TcGAL, а 
именно: апиола, диллапиола, миристицина, 
аллилтетраметоксибензола  (АТМБ), эвгенола, 
эстрагола, аллилбензола, различающихся коли-
чеством и положением метоксигрупп и нали-
чием метилендиокси-группы, а также их конъ-
югатов с ТФФ (табл. 1).

Следует отметить, что ингибирующий эф-
фект  АПАБ начинает проявляться уже при 
концентрациях порядка 20–50  мкМ, что на 
порядок ниже, чем для ликорина (300  мкМ) 
(рис. 2 и табл. 1).

При сравнении диллапиола, апиола, ми-
тистицина и АТМБ, различающихся числом и 
положением метоксигрупп (табл.  1), корреля-
ции между количеством метоксигрупп и ак-
тивностью ингибитора не выявлено. Наиболь-
ший ингибирующий эффектом среди  АПАБ 
оказывает диллапиол. Апиол и сходный с ним 
по  положению боковых «метоксигрупп» АТМБ 
оказывают сравнимое ингибирующее действие 
(значения IC50 составляют 50  мкМ и  65  мкМ 
соответственно), что свидетельствует о не обя-
зательном наличии метилендиокси- группы 
для подавления активности  TcGAL. Мири-
стицин, содержащий три метокси-замести-
теля в бензольном кольце, характеризуется 
значительно более высоким значением IC50 
по сравнению с тетразамещёнными  АПАБ. 
Полученные данные указывают на то, что на 
ингибирование влияет аллильный фрагмент 

Рис. 1. Характеристики TcGAL в системе обращённых мицелл АОТ. а – Каталитический профиль активности TcGAL 
в системе мицелл АОТ (зависимость максимальной скорости V0 от степени гидратации W0); б – реакция, катализируе-
мая TcGAL; в – каталитические параметры TcGAL для мономерной и димерной форм. Параметры имеют максималь-
ную погрешность 15%
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Таблица 1. Ингибирование TcGAL исследуемыми соединениями

Соединение Ингибирование TcGAL, IC50, мкМ

Ликорин

450

Аллилполиалкоксибензолы

Соединение Ингибирование 
TcGAL, IC50, мкМ Соединение Ингибирование 

TcGAL, IC50, мкМ

Апиол

50

ТФФ–апиол

95

Диллапиол

20

ТФФ–диллапиол

35

Аллилтетраметоксибензол

65

ТФФ–аллилтетраметоксибензол

40

Миристицин

130

Пропил–ТФФ

275
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Таблица 1. (продолжение)

Аллилбензол и его аналоги

Соединение Ингибирование TcGAL, IC50, мкМ

Аллилбензол

60

Эстрагол

20

Эвгенол

10

1-аллил-1,2,4-триазол

75

Халконы

Соединение Ингибирование TcGAL

2,5-диметокси-3,4-метилендиокси-4′-метоксихалкон

макс. ингибирование ≈ 25%
(при 500 мкМ)

2,5-диметокси-3,4-метилендиокси-
4′,5′-метилендиоксихалкон

макс. ингибирование ≈ 16%
(при 500 мкМ)

2,5-диметокси-3,4-метилендиокси-4′-фторхалкон

нет ингибирования
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и донорно- акцепторные и стерические факто-
ры заместителя в аллилбензоле.

Следует отметить, что IC50 = 20 мкМ, най-
денное для диллапиола в отношении TcGAL, 
сопоставимо с IC50 данного соединения в от-
ношении Leishmania brasiliensis (относящейся к 
трипаносоматидам) (60  мкМ, согласно Parise-
Filho et al. [10]). С учётом распределения инги-
битора в самих клетках и большей доступно-
сти ингибитора для фермента в экспериментах 
in vitro более низкое значение IC50 диллапиола 
в отношении самого фермента представляется 
логичным. Полученные данные указывают на 
то, что TcGAL, вероятно, является фермен-
том-мишенью, на который действует данный 
ингибитор в организме трипаносоматид.

Согласно литературным данным [8], конъ-
югирование трифенилфосфония с биологиче-
ски активными молекулами обеспечивает се-
лективную доставку последних в митохондрии, 
поэтому конъюгирование ТФФ с апиолом и 
диллапиолом – ингибиторами митохондриаль-
ного мембранного фермента TcGAL  – могло 
бы усилить ингибирующий эффект. Оказалось, 
что максимальный процент ингибирования 
TcGAL ТФФ-конъюгатами апиола и диллапи-
ола на 10–15% выше, чем немодифицирован-
ными молекулами (рис. 2, а). Конъюгирование 
АТМБ с ТФФ приводит и к заметному сниже-
нию  IC50. Интересно, что сам пропил–ТФФ 
(контрольный образец) также оказывает ин-
гибирующий эффект в отношении TcGAL с 
IC50 = 275 мкМ (табл. 1 и рис. 2, б), то есть в го-
раздо более высокой концентрации, чем АПАБ 
(IC50 порядка 50–70 мкМ). Предположительно, 
ТФФ в основном влияет на распределение ин-
гибитора в мицеллярной системе и его про-
странственную ориентацию на поверхности 
раздела фаз, где располагается  TcGAL. Поло-
жительный заряд  ТФФ может способствовать 

концентрированию конъюгатов на отрица-
тельно заряженной поверхности раздела фаз, 
образованной молекулами АОТ.

Распределение ингибиторов АПАБ и их ТФФ-
конъюгатов, а также пространственная ориента-
ция функциональных групп в системе обращён-
ных мицелл. Для выяснения расположения и 
пространственной ориентации функциональ-
ных групп изучаемых ингибиторов в мицеллах 
использован метод ИК-спектроскопии Фурье. 
На рис. 3 представлены ИК-спектры диллапи-
ола, АТМБ, пропил–ТФФ и ТФФ–диллапи ола 
в системе обращённых мицелл  АОТ и в кон-
трольных системах «водная фаза» (вода-этанол) 
и «органическая фаза» (октан). В  табл.  2 ука-
заны положения характеристических пиков 
функциональных групп и их преимуществен-
ное микроокружение.

В мицеллярной системе микроокружение 
метилендиокси-группы и метоксигрупп дилла-
пиола (рис.  3,  а), а также тетраметоксибензо-
льного фрагмента АТМБ (рис.  3,  б) в большей 
степени соответствует водной фазе, следова-
тельно, в системе обращённых мицелл АОТ дан-
ные соединения направлены во внутреннюю 
полость мицелл. Аллильный радикал данных 
ингибиторов заякорен на поверхности раздела 
фаз, окружён гидрофобными цепями мицелл, 
согласно изменениям в полосе при 1645  см–1, 
характерной для колебаний С=С аллильной 
группы. Пропил–ТФФ (рис.  3,  в; контрольное 
соединение) в мицеллах распределён между 
водной и органической фазой. ТФФ–дилла-
пиол (рис.  3,  г): микроокружение молекулы в 
мицеллярной системе соответствует в большей 
степени водной фазе (табл. 2), что обусловлива-
ет высокую степень загрузки ТФФ–диллапиол 
внутрь мицелл и их относительно высокую под-
вижность, вероятно, поэтому ТФФ–диллапиол 
не превосходит по ингибирующей способности 

Рис. 2. Ингибирующий эффект TcGAL соединениями класса АПАБ. а – Сравнение ингибирующего эффекта дилла-
пиола, ТФФ–диллапиола, аллилтетраметоксибензола, ТФФ–аллилтетраметоксибензола, апиола и ТФФ–апиола; 
б – зависимость ингибирующего эффекта от концентрации пропил–ТФФ
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Рис. 3. ИК-спектры Фурье в режиме НПВО в мицеллах, водно-этанольном, октан-этанольном окружении: диллапи-
ола (а); аллилтетраметоксибензола (б), пропил–ТФФ (в), ТФФ–диллапиол (г). ИК-спектры нормированы на интен-
сивность мажорного пика. T = 22 °C. Система обращённых мицелл: 0,1 М АОТ в октане (W0 = 22)
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Таблица. 2. Положения характеристических пиков в ИК-спектрах диллапиола, аллилтетраметоксибензола, пропил–
ТФФ, ТФФ–диллапиола, ТФФ–аллилтетраметоксибензола; соответствие функциональных групп и их микроокруже-
ния в мицеллах АОТ

Соединение Функциональная 
группа

Положение 
характеристического 

пика в ИК-спектре, см–1
Вывод о расположении 

функциональной группы 
и молекулыоктан- 

этанол 
50/50 
(v/v)

вода- 
этанол 
50/50 
(v/v)

мицеллы 
АОТ

Диллапиол

O–CH2–O 2917 2924 2921 метилендиокси-группа 
в большей степени ориен-
тирована внутрь мицелл и 
гидрофильное окружение=C–O–C 1065 1045 1051

–O–CH3 2848,5 2858 2853 ароматическое ядро 
расположено на поверхности 
раздела фазС–С ароматические 1464 1448 1454

АТМБ

Ph–CH2–CH=CH2 2956 2930 2937
расположение преимуще-
ственно внутри мицелл АОТ;
ароматические группы 
частично внутри мицелл 
и частично между 
гидрофобными 
CH2-цепями ПАВ

–O–CH3 2924 2901 2880–
2900

С–С ароматические 1492 
и 1466

1488,5 
и 

1449–
1456

1491–
1488 

и 
1454

Пропил–ТФФ

С–С ароматические

1421 1414–
1420 1413

молекула расположена 
в основном на поверхности 
раздела фаз между 
гидрофобными цепями ПАВ1440 

и 1455 1455
1448 

и 
1458–
1462

ТФФ–диллапиол

O–CH2–O 2937–
2952

2927–
2932 

(2928)
2927–
2947

молекулы на поверхности 
раздела фаз и внутри мицелл; 
метилендиокси-группа 
ориентирована внутрь 
мицелл, а положительно 
заряженный ТФФ 
электростатически 
взаимодействует 
с сульфогруппами АОТ

=C–O–C 1082–
1087

1086 
(1088) 1088

–O–CH3 2848 – 2840

Ph–CH2–CH2–
CH2–PPh3

2970 2981 
(2974) 2981

С–С ароматические
1502 1485 1485

1455 
и 1465

1448–
1457 1448

ТФФ–аллилтетраметоксибензол

=C–O–C 1086 1089 
(1088)

1069 
и 1113

тетраметоксибензольный 
фрагмент на поверхности 
раздела фаз;
ТФФ-радикал на поверхно-
сти раздела фаз и частично 
в октане

–O–CH3 2855
2900 

(2880–
2900)

2855 
и 2873

Ph–CH2–CH2–
CH2–PPh3

2993 
и 2957

2980 
(2974)

2990 
и 2957

С–С ароматические 1467 1482–
1488

1467 
и 1495
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сам диллапиол (но максимальный процент ин-
гибирования у ТФФ–диллапиола повышен за 
счёт более выгодного распределения вещества 
в мицеллах). Положение пиков ТФФ–АТМБ в 
мицеллярной системе (табл. 2) свидетельствует 
о том, что окружение тетраметоксибензола  – 
преимущественно гидрофильное, а ТФФ-фраг-
мент расположен на поверхности раздела фаз, 
что обусловливает заякоривание в мицелляр-
ной матрице и пространственную ориентацию 
ТФФ–АТМБ в сравнении с АТМБ. Усиление 
ингибирующего действия АТМБ после конъю-
гирования с ТФФ может быть обусловлено ло-
кализацией мембранного фермента TcGAL на 
поверхности раздела фаз. В  случае исходного 
диллапиола эффект заякоривания в мицелляр-
ной матрице не выражен.

Влияние аллилбензола и его аналогов на ак-
тивность TcGAL. Поскольку АПАБ и ликорин, 
содержащие общий бензодиоксольный фраг-
мент, но отличающиеся остальной частью (в 
молекуле ликорина вместо аллильного радикала 
присутствует жёсткий объёмный блок (табл. 1)), 
проявляют разный по силе ингибирующий эф-
фект в отношении  TcGAL, целесообразно изу-
чить роль аллильной группы в обеспечении ин-
гибирующего действия АПАБ на этот фермент. 
В связи с этим мы исследовали влияние аллил-
бензола и его аналогов, не содержащих метилен-
диокси-группы, на активность TcGAL (рис. 4).

Найдено, что значение IC50 для аллилбензо-
ла сравнимо с таковым для апиола (60 и 50 мкМ 
соответственно), это говорит о важной роли ал-
лильной группы в ингибировании TcGAL даже 
при отсутствии метилендиокси-группы. Значе-
ния  IC50 для 1-аллил-1,2,4-триазола и апиола 
также сопоставимы (75  мкМ и  50  мкМ соот-

ветственно), что тоже подтверждает значимую 
роль именно аллильной части молекулы в инги-
бировании TcGAL.

Наиболее эффективными ингибиторами 
TcGAL в ряду алиллбензола оказались эстрагол 
и эвгенол (IC50 = 20 и 10 мкМ соответственно). 
Сравнение IC50 аналогов аллилбензола и пред-
ставителей аллилполиалкоксибензолов позво-
ляет предположить важную роль аллильного 
фрагмента для ингибирования TcGAL даже 
при отсутствии метилендиокси-группы.

Определение механизма ингибирования 
TcGAL апиолом. Поскольку аллилполиалкок-
сибензолы оказались более эффективными 
ингибиторами TcGAL по сравнению с лико-
рином, представляется целесообразным изу-
чение механизма действия данных соединений 
и сопоставление с таковым для ликорина, для 
которого нами был установлен смешанный тип 
ингибирования в отношении гомологичного 
фермента L-галактоно-1,4-лактондегидрогеназы 
из Arabidopsis thaliana (AtGALDH) [5]. Рассчи-
таны каталитические параметры исследуемых 
систем при разных концентрациях апиола: 
константа Михаэлиса KM = 0,14 мМ по D-ара-
биноно-1,4-лактону, константа ингибирова-
ния KI′ = 0,043 мМ и значения kcat (приведены 
на рис. 5). Из полученных данных следует, что 
при увеличении концентрации ингибитора 
константа Михаэлиса остаётся неизменной, в то 
время как значение kcat снижается, что соответ-
ствует неконкурентному типу ингибирования.

Таким образом, установлен неконку-
рентный механизм ингибирования TcGAL 
апиолом с константой ингибирования KI′  =
= 0,043 мМ (рис. 5), что хорошо соотносится с 
параметром IC50 = 50 мкМ (табл. 1).

Рис. 4. Сравнение ингибирующих эффектов аллилбензола, 1-аллил-1,2,4-триазола и эстрагола.
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Рис. 5. Определение механизма ингибирования TcGAL апиолом в координатах Лайнуивера–Берка. Концентрации 
апиола: 0, 30 и 50 мкМ. Концентрации D-арабиноно-1,4-лактона 0,25–1 мМ (T = 25 °C). Параметры имеют максималь-
ную погрешность не более 15%

Влияние халконов на активность TcGAL. 
Представляется важным также более деталь-
ное изучение роли метилендиокси-группы в 
ингибировании этого фермента при отсут-
ствии аллильной группы. С  этой целью ис-
следовали действие на TcGAL ряда халконов, 
содержащих метилендиокси-группу как с ме-
токсигруппами, так и без них (см. табл. 1).

Поскольку многие халконы подавляют 
рост T.  cruzi в достаточно низкой концентра-
ции (порядка 20 мкМ) [7], мы предположили, 
что такие соединения в сопоставимой кон-
центрации также будут способны ингибиро-
вать TcGAL.

Однако влияние исследованных халконов 
на TcGAL оказалось довольно слабым  – мак-
симальный эффект составил не более  25% в 
концентрации 500  мкМ для 2,5-диметокси-
3,4-метилендиокси-4′-метоксихалкона (табл.  1). 
Таким образом, можно предположить, что 
при отсутствии аллильного радикала метилен-
диокси-группа вносит слабый вклад в ингиби-
рование TcGAL. Отметим, однако, что иссле-
дованные халконы отличаются от аллилполи-
алкоксибензолов «довеском» в виде ещё одного 
замещённого бензольного кольца, что может 
мешать взаимодействию с  TcGAL. Вероятно, 
угнетение роста трипаносомы халконами может 
происходить по другому механизму (мишень 
неизвестна), не через ингибирование TcGAL.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Впервые найден класс ингибиторов галак-
тонолактоноксидазы TcGAL из T.  cruzi, кото-
рая катализирует финальную стадию синтеза 
витамина С в трипаносомах и рассматривается 
как потенциальная мишень для разработки ле-
карств против трипаносомных инфекций.

Обнаружено, что АПАБ (апиол, диллапи-
ол) и аллилбензолы (эвгенол, эстрагол) эф-
фективно ингибируют TcGAL в диапазоне 
концентраций 20–50  мкМ. По  литературным 
данным, диллапиол в сопоставимой концен-
трации 60 мкМ угнетает рост L. brasiliensis [10], 
что может свидетельствовать об ингибирова-
нии TcGAL как о ключевом механизме про-
тивопаразитарного действия диллапиола в от-
ношении трипаносоматид. Также интересно 
отметить, что, согласно Morais et al. [14], близ-
кий изомер эвгенола  – изоэвгенол  – облада-
ет сопоставимым IC50  =  51  мкМ в отношении 
самой T. cruzi. Таким образом, есть основания 
предполагать, что TcGAL представляет собой 
молекулярную мишень, возможно, не един-
ственную, на которую действуют соединения 
класса  АПАБ. Ранее было известно, что ряд 
соединений данного класса обладают проти-
вопаразитарным эффектом, но данные об их 
механизме действия и клеточной мишени от-
сутствовали. Полученные данные указывают 
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на важную роль аллилбензольного фрагмента 
в ингибировании  TcGAL. В  то же время ме-
тилендиокси-группа, общая для ликорина, 
АПАБ и ряда халконов, не является необходи-
мой для воздействия на этот фермент.

Интересно, что бензодиоксольный фрагмент 
является единственным общим структурным 
компонентом для целого ряда алка лоидов, вклю-
чая ликорин, проявляющих антитрипаносомную 
активность с IC50 в диапазоне 0,5–200 мкМ, но в 
основном их противопаразитарное действие 
наблюдается либо при концентрациях око-
ло 60  мкМ, как у кринина, либо при 1  мкМ, 
как у ликорина  [4]. При  этом IC50  ликорина 
(450  мкМ) в отношении TcGAL значитель-
но выше. Эти данные указывают на возмож-
ное участие бензодиоксольного фрагмента 
(или метилендиокси-группы) в угнетении ро-
ста T.  cruzi, но конкретная мишень  (фермент) 
не установлена.

Дальнейшая оптимизация обнаруженных в 
данной работе ингибиторов TcGAL может по-
служить основой для создания лекарств про-
тив болезни Шагаса. Полученные результаты 
также могут быть использованы для поиска 

эффективных способов лечения грибковых 
инфекций за счёт ингибирования гомологич-
ных ферментов.
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INHIBITORS OF GALACTONOLACTONE OXIDASE 
FROM Trypanosoma cruzi BASED ON ALLYLPOLYALKOXYBENZENES

A. A. Chudin1, I. D. Zlotnikov1, S.S. Krylov2, V. V. Semenov2, and E. V. Kudryashova1*

1 Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, 
119991 Moscow, Russia; E-mail: helenakoudriachova@yandex.ru

2 N. D. Zelinsky Institute of Organic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 119991 Moscow, Russia

Inhibition of the biosynthetic pathways of compounds essential for T.  cruzi is considered by researchers 
as one of the possible mechanisms of action of potential drugs against Chagas disease. As one of these 
mechanisms, we consider inhibition of galactonolactone oxidase from T. cruzi (TcGAL), which catalyzes the 
final step in the synthesis of vitamin C, an antioxidant that T. cruzi is unable to assimilate from outside and 
must synthesize itself. In this work, for the first time, a class of effective inhibitors of TcGAL was found – 
allylbenzenes from plant sources. A non-competitive mechanism of action of apiol has been established and 
it has been found that natural allylpolyalkoxybenzenes (APAB) – apiol, dillapiol, etc. are effective inhibitors 
of TcGAL with IC50 = 20-130 μM. It was found that the conjugation of APAB with triphenylphosphonium, 
which ensures the selective delivery of biologically active substances to mitochondria, makes it possible to 
increase the efficiency and/or the maximum percentage of inhibition compared to unmodified APAB.

Keywords: galactonolactone oxidase, Chagas disease, inhibitors, apiol, allylpolyalkoxybenzenes, triphenylphosphine 
derivatives, dillapiol, myristicin, eugenol, estragole
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Мелатонин (N-ацетил-5-метокситриптамин, МЕЛ), секретируемый шишковидной железой, игра-
ет важную роль в регуляции различных функций в организме человека. Существуют доказатель-
ства, что МЕЛ оказывает противоопухолевое действие при различных видах рака. Мы изучили 
комбинированный эффект МЕЛ и препаратов из разных фармакологических групп, таких как ци-
тарабин (ЦИТ) и навитоклакс (ABT-737), на состояние опухолевого пула клеток острого миелоид-
ного лейкоза на клеточной модели MV4-11. Совместное действие МЕЛ с  ЦИТ или ABT-737 спо-
собствовало снижению пролиферативной активности лейкозных клеток, снижению мембранного 
потенциала митохондрий, увеличению продукции активных форм кислорода и цитозоль ного Са2+. 
Мы показали, что МЕЛ вместе с ЦИТ или ABT-737 увеличивает экспрессию гомологичного белка 
C/EBP и маркера аутофагии LC3A/B и снижает экспрессию протеин-дисульфидизомеразы и белка, 
связывающего иммуноглобулины, и, следовательно, может модулировать стресс эндоплазматиче-
ского ретикулума и инициировать аутофагию. Полученные данные подтверждают ранее высказан-
ное предположение о том, что МЕЛ может иметь преимущества при лечении рака и рассматривать-
ся как добавка к лекарственным средствам, используемым в терапии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: мелатонин, цитарабин, навитоклакс, аутофагия, пролиферация, ЭПР-стресс.

DOI: 10.31857/S0320972523010086, EDN: PCOUWC

Принятые сокращения: АФК  – активные формы кислорода; МЕЛ  – мелатонин; МИ  – митотический индекс; 
ОМЛ  – острый миелоидный лейкоз; ЦИТ  – цитарабин; ЭПР  – эндоплазматический ретикулум; BIP  – белок, свя-
зывающий иммуноглобулины; CHOP – моноклональный гомологичный белок C/EBP; GAPDH – глицеральдегид-3- 
фосфатдегидрогеназа; PDI – протеин-дисульфидизомераза; ΔΨm – изменение мембранного потенциала.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Острые лейкозы считаются одним из са-
мых распространенных видов опухолевых 
заболеваний у детей. Однако пик заболевае-
мости приходится на возраст от 40 до 46 лет, 
и более 90% всех больных лейкемией являют-
ся взрослыми пациентами  [1]. Острый мие-
лоидный лейкоз  (ОМЛ) представляет собой 
прогрессирующее гематологическое злокаче-
ственное новообразование, характеризующее-
ся повышенной продукцией бластных клеток 
в костном мозге и периферической крови  [2]. 
Это заболевание наиболее распространено 
среди взрослого населения, составляя около 
90% случаев. Средний возраст при постанов-
ке диагноза – 65–70 лет [3]. В основе лечения 

этого заболевания лежит применение химио-
терапевтических ДНК-тропных препаратов, 
таких как цитарабин, доксорубицин, этопо-
зид и других. Цитарабин (1-β-D-арабинофу-
ранозилцитозин, цитозинарабинозид, Ara-C, 
ЦИТ) является пролекарством и используется 
в качестве основной терапии  ОМЛ уже более 
40 лет [4]. Однако, помимо противоопухолевой 
активности, ЦИТ также обладает токсическим 
побочным действием. ABT-737 представляет 
собой таргетный препарат, который воздей-
ствует на белки семейства Bcl-2, тем самым 
предотвращая их связывание с активаторами 
апоптоза (Bid, Bim, Puma) или сенсибилизато-
рами (Bad, Noxa). Исследования показали, что 
ABT-737 обладает сильной противоопухолевой 
активностью в отношении широкого спектра 
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раковых клеток, таких как миелома [5] и лим-
фома [6], и нескольких типов солидных опухо-
левых клеток, таких как глиобластома [7] и рак 
легких [8]. Несмотря на достигнутый прогресс 
в лечении ОМЛ, который значительно улучшил 
выживаемость у молодых пациентов, прогноз 
для пожилых остается неблагоприятным [9, 10].

Мелатонин (N-ацетил-5-метокситрипта-
мин, МЕЛ) – индоламин, который вырабаты-
вается не только шишковидной железой, но и 
другими органами, такими как костный мозг, 
сетчатка и кожа. Мелатонин участвует в регу-
ляции циркадного ритма, тем самым связывая 
биохимические и физиологические потребно-
сти организма [11, 12]. Ряд исследований пока-
зал, что МЕЛ действует как иммунорегулятор и 
мощный антиоксидант, способный предотвра-
щать гибель клеток в условиях окислительно-
го стресса [13, 14]. Кроме того, было показано, 
что МЕЛ обладает противоопухолевой актив-
ностью при различных типах неопластических 
заболеваний, таких как рак кожи  [15], глио-
ма [16], рак желудочно-кишечного тракта [17], 
лейкемия  [18, 19], рак молочной железы  [20]. 
Одним из важных органоидов клетки явля-
ется эндоплазматический ретикулум  (ЭПР), 
который поддерживает гомеостаз  Са2+, синтез 
липидов и является местом синтеза и фолдин-
га белков  [21]. Zhou  et  al.  [22] показали, что 
МЕЛ подавлял ЭПР-стресс, индуцирован-
ный высоким уровнем глюкозы, путем моду-
лирования пути PERK/eIF2α/ATF4/CHOP в 
клетках остеобластов MC3T3-E1. Кроме того, 
комбинированное действие МЕЛ с индукто-
ром ЭПР-стресса туникамицином повышало 
чувствительность опухолевых клеток гепато-
целлюлярной карциномы HepG2 за счет ин-
гибирования COX-2 и увеличения экспрессии 
CHOP (моноклональный гомологичный белок 
C/EBP) [23]. Moreira et al. [24] наблюдали, что 
МЕЛ был способен активировать ЭПР-стресс, 
характеризующийся повышенной экспрессией 
активирующего фактора транскрипции 6 (ATF6), 
CHOP и белка, связывающего иммуноглобули-
ны (BIP) при индуцированной диэтилнитроза-
мином гепатоцеллюлярной карциноме у крыс, 
а также способствовал апоптозу за счет уве-
личения активности каспаз-3, -8 и -9, увели-
чения соотношения Bax/Bcl-2, расщепления 
протеинкиназы R-подобной киназы эндоплаз-
матического ретикулума (PERK) и увеличения 
цитохрома  c, p53 и белков Fas-L. Протеин- 
дисульфидизомераза  (PDI) представляет со -
бой белок с дисульфидизомеразной и окси-
дазной активностями для образования дисуль-
фидных связей, способствует увеличению об-
разования активных форм кислорода (АФК) 

в клетках и участвует в поддержании Ca2+-
гомео стаза [25, 26].

Ранее мы показали, что МЕЛ совместно 
со сниженными концентрациями препара-
тов из различных фармакологических групп, 
а именно трансретиноевой кислотой  (ATRA), 
цитарабином и ABT-737, снижал пролифера-
цию клеток HL-60 (модель промиелоцитарной 
лейкемии), тем самым снижая пролифератив-
ную активность и митотический индекс. Более 
того, мы наблюдали, что МЕЛ с исследуемыми 
препаратами подавлял экспрессию антиапоп-
тотического белка Bcl-2 [27–29] и вызывал ак-
тивацию ЭПР-стресса, модулируя путь PERK/
eIF2α/ATF4/CHOP, тем самым увеличивая 
чувствительность клеток HL-60 к действию 
пониженной концентрации АВТ-737  [28]. 
Yorimitsu  et  al.  [30] показали, что ЭПР-стресс 
инициирует аутофагию, которая проявляется 
как динамический процесс самопереваривания 
поврежденных органелл и неправильно свер-
нутых белков в клетках.

Острый миеломоноцитарный лейкоз (кле-
точная модель MV4-11) представляет собой 
форму острого миелоидного лейкоза, которая 
включает пролиферацию миелобластов и мо-
нобластов, несущих транслокацию t  (4;11), и 
внутреннюю тандемную дупликацию  (ITD). 
Клетки, несущие  ITD, обладают множествен-
ной лекарственной устойчивостью [31]. MV4-11 
используется в качестве модели для изучения 
лекарственной устойчивости  [32], а также чув-
ствительности к классическим противоопухоле-
вым препаратам (ЦИТ и др.) [33]. Показано, что 
МЕЛ может значительно повышать чувствитель-
ность клеток к химиопрепаратам и усиливать 
цитотоксичность, индуцированную ингибито-
ром тирозинкиназы FLT3, сорафенибом. Важно 
отметить, что комбинированное действие МЕЛ 
и сорафениба продемонстрировало высокую 
синергетическую терапевтическую активность в 
отношении ксенотрансплантатов MV4-11 и мы-
шиной модели лейкемии FLT3/ITD [34].

В настоящей работе мы исследовали влия-
ние МЕЛ совместно с ЦИТ или ABT-737 на про-
лиферативную активность, изменение мембран-
ного потенциала, содержание цитозольного Ca2+, 
продукцию АФК, а также изменения экспрессии 
маркеров ЭПР-стресса и аутофагии в клетках 
MV4-11. В  этом исследовании мы использовали 
клеточную линию MV4-11 в качестве экспери-
ментальной модели для изучения влияния МЕЛ 
на цитотоксические эффекты ЦИТ и ABT-737. 
Исследование на клетках MV4-11 дополнит ис-
следование, проведенное на клетках HL-60, и 
обобщит влияние противоопухолевого действия 
МЕЛ на клетки острого миелоидного лейкоза.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток линии MV4-11. 
Клетки MV4-11 (CRL-9591) были приобрете-
ны у «ATCC»  США. Клетки культивировали 
в среде RPMI/12  («Sigma-Aldrich», США), со-
держащей 20% эмбриональной телячьей сы-
воротки («Gibco», США) и 40 мкг/мл сульфа-
та гентамицина («Sigma-Aldrich») в условиях 
СО2-инкубатора («Binder», Германия) при 37 °C, 
влажности  95% и 5%  СО2. В  пределах каждого 
независимого эксперимента характеристики об-
разцов измеряли параллельно в 9–12  повторах, 
получая среднее значение. Усредненные зна-
чения по четырем экспериментам использова-
ли для определения достоверности. В  качестве 
контролей использовали клетки, не подвергав-
шиеся дополнительной обработке.

Тест на выживаемость (цитотоксический тест). 
Жизнеспособность клеток оценивали с исполь-
зованием метода извлечения резазурина. В  ра-
боте использовали следующие реактивы: МЕЛ 
и резазурин («Sigma-Aldrich»); ЦИТ («Pfizer», 
США); ABT-737 («Thermo Fisher Scientific», 
США). Клетки (с плотностью 5 × 103 клеток на 
лунку) высевали в 96-луночный планшет. Че-
рез 24  ч клетки обрабатывали МЕЛ  (1  мкМ–
10 мМ), ЦИТ (1 нМ–10 мкМ) и ABT-737 (1 нМ–
10  мкМ) в указанных дозах. Через 24  ч после 
добавления исследуемых веществ в каждую лун-
ку добавляли резазурин в конечной концентра-
ции 100 мкг/мл и инкубировали 4 ч в условиях 
СО2-инкубатора. Флуоресцентный анализ про-
водили на устройстве для считывания микро-
планшетов Infinite  F200 («Tecan», Швейцария) 
при длине волны возбуждения 535  нм и длине 
волны испускания 595  нм. Данные представ-
лены в процентах от контроля (необработан-
ные клетки).

Анализ митотического индекса. Для опреде-
ления митотической активности клетки пред-
варительно инкубировали с исследуемыми ве-
ществами в течение 24 ч. Затем клетки центри-
фугировали в течение 4 мин со скоростью 250 g, 
промывали раствором фосфатно-солевого бу-
фера (PBS) и фиксировали в 70%-ном этаноле 
в течение 30 мин при комнатной температуре. 
Клетки отмывали от этанола в PBS, ресуспен-
дировали в  PBS, и затем клетки окрашива-
ли бисбензимидом  H33342 («Sigma-Aldrich»). 
Митотические клетки подсчитывали с помо-
щью флуоресцентного микроскопа DM  6000 
(«Leica», Германия). Анализ значения мито-
тического индекса  (МИ) определяли по стан-
дартной методике [25–27].

Анализ пролиферативной активности. Про-
лиферативную активность и гибель клеток 

определяли с использованием красителя три-
панового синего («Sigma-Aldrich») в культу-
ральной среде. Культивируемые клетки цен-
трифугировали в течение 4  мин при 250  g, а 
затем промывали раствором PBS. Для оценки 
количества и жизнеспособности клеток ис-
пользовали 0,4%-ный раствор трипанового си-
него. Опыты проводили не менее, чем в десяти 
повторах.

Анализ продукции АФК. Продукцию АФК 
анализировали с использованием флуорес-
центного красителя 2′,7′-дихлордигидрофлуо-
ресцеиндиацетата (DCFH-DA, «Sigma-Aldrich») 
(Ex – 485 нм/Em – 530 нм). Для анализа продук-
ции АФК клеточную суспензию (106 клеток/мл) 
центрифугировали при 250  g, ресуспендирова-
ли в PBS и добавляли 10 мкМ DCFH-DA, после 
чего клетки инкубировали в СО2-инкубаторе 
в течение 10  мин. H2O2  (1  мкМ) использова-
ли в качестве положительного контроля. Из-
менение окислительной активности прово-
дили на проточном цитометре BD  Accuri  C6 
(«Biosciences», США).

Анализ изменения митохондриального мем-
бранного потенциала. Для анализа митохондри-
ального потенциала 106  клеток/мл ресуспен-
дировали в PBS и инкубировали с  DiOC6(3) 
(«Sigma-Aldrich») в концентрации 10  нМ в 
усло виях СО2-инкубатора в течение 30  мин 
(Ex  –  482  нм/Em  –  501  нм). В  качестве по-
ложительного контроля использовали сапо-
нин  (0,5%). Изменение мембранного потен-
циала измеряли на проточном цитометре 
BD Accuri C6.

Анализ цитозольного Ca2+. Изменение со-
держания цитозольного  Ca2+ проводили с по-
мощью флуоресцентного красителя Fluo-4 AM 
(«Sigma-Aldrich») (Ex  –  494  нм/Em  –  516  нм). 
Для оценки изменения содержания цитозоль-
ного Ca2+ клеточную суспензию (106 клеток/мл) 
отмывали и ресуспендировали в PBS, после 
чего к суспензии добавляли Fluo-4 AM (2 мкМ) 
и инкубировали в СО2-инкубаторе в течение 
30  мин. После окрашивания клетки дважды 
промывали и ресуспендировали в PBS, затем 
проводили измерения с помощью проточного 
цитометра BD Accuri C6.

Вестерн-блот-анализ. К  клеткам добав-
ляли выбранные количества МЕЛ  (1  мМ), 
ЦИТ  (0,4  мкМ и  1  мкМ) и ABT-737 (20  нМ 
и 80 нМ). Через 24 ч клетки дважды промывали 
ледяным PBS и центрифугировали при 1500 g в 
течение 3 мин при комнатной температуре. По-
лученный осадок солюбилизировали в лизирую-
щем буфере («Bio-Rad», США) с добавлением 
ингибиторов протеиназ/фосфатаз («Abcam», 
Великобритания). После инкубации в течение 
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2 ч при 4 °C и постоянном перемешивании об-
разцы центрифугировали при 13 000 g в течение 
10 мин. Концентрацию белка измеряли по ме-
тоду Брэдфорда в супернатантах [35]. Получен-
ные образцы растворяли в буфере для образцов 
Лэммли («Bio-Rad») и нагревали при 95  °С в 
течение 5  мин. Полученные лизаты разделяли 
на белки с помощью 12,5%-ного SDS-PAGE. 
Затем белки переносили из геля на нитроцел-
люлозную мембрану с помощью вестерн-блот-
тинга («Bio-Rad»). Мембрану блокировали в 
растворе Roti-block («Carl Roth GmbH  +  Co.», 
Германия) при комнатной температуре в тече-
ние одного часа. Затем мембрану промывали 
водой и инкубировали с первичными антите-
лами, как описано в инструкции. Монокло-
нальный гомологичный белок C/EBP (CHOP), 
антитела LC3A/B (I, II), поликлональные ан-
титела к протеин-дисульфидизомеразе (PDI), 
белок, связывающий иммуноглобулины (BIP), 
а также антитела против глицеральдегид-3- 
фосфатдегидрогеназы (GAPDH), используе-
мые для нормализации белка, были получены 
от «Cell Signaling», США. Белковые полосы ини-
циировали с использованием ECL («Bio-Rad») 
при помощи гель-документирующей системы 
ChemiDoc Touch Imaging System («Bio-Rad»).

Статистический анализ. Для статистическо-
го анализа мы использовали однофакторный 
дисперсионный анализ и соответствующий 
апостериорный анализ (Стьюдента–Ньюмена–
Кейлса). Различия считали достоверными при 
p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследование влияния различных концен-
траций МЕЛ, АВТ-737 и ЦИТ на выживаемость 
клеток MV4-11. Сначала мы исследовали цито-
токсический эффект МЕЛ (рис. 1, a) и химиоте-
рапевтических препаратов, таких как ABT-737 

(рис.  1,  б) и ЦИТ  (рис.  1,  в) в клетках MV4-11. 
Для этого клетки культивировали в течение 24 ч 
с различными концентрациями МЕЛ (от 1 мкМ 
до  10  мМ), ABT-737 (от  1  нМ до  10  мкМ) и 
ЦИТ (от 1 нМ до 10 мкМ). Мы оценили влия-
ние ABT-737 (20  нМ и  80  нМ), ЦИТ  (0,4  мкМ 
и 1 мкМ) и МЕЛ (1 мМ) на жизнеспособность 
клеток MV4-11. Потому как токсичность химио-
терапевтических препаратов остается пробле-
мой при лечении ОМЛ, мы использовали низ-
кие концентрации ЦИТ и ABT-737 с МЕЛ.

Влияние МЕЛ, АВТ-737 и ЦИТ на проли-
феративную активность клеток MV4-11. На сле-
дующем этапе оценивали влияние изучаемых 
веществ на пролиферативную активность и 
гибель клеток. Эффект МЕЛ  1  мМ, ABT-737 
(20 нМ и 80 нМ), ЦИТ (0,4 мкМ и 1 мкМ) и ком-
бинированный эффект МЕЛ  1  мМ с ABT-737 
(20 нМ) и ЦИТ (0,4 мкМ) были исследованы в 
клетках MV4-11 (рис. 2).

Мы наблюдали, что ABT-737 (80  нМ) и 
ЦИТ (1 мкМ) снижали число жизнеспособных 
клеток MV4-11 на  20% по сравнению с кон-
тролем (рис. 2, а и б; столбцы 2 по сравнению 
с  1). Количество погибших клеток увеличи-
лось в 4,3 раза в присутствии ABT-737 (80 нМ) 
и в 4,5 раза – в присутствии ЦИТ (1 мкМ) по 
сравнению с контролем (рис.  2,  а  и  б; столб-
цы  2 по сравнению с  1). В  присутствии сни-
женных концентраций ABT-737 (20  нМ) и 
ЦИТ (0,4 мкМ) количество живых (столбцы 3 
по сравнению с 1) и количество мертвых клеток 
(столбцы 3 по сравнению с 1) значимо не отли-
чалось от контроля. Добавление МЕЛ  (1  мМ) 
к клеткам MV4-11 приводило к снижению 
количества жизнеспособных клеток на  30% 
по сравнению с контрольными значениями 
(столбцы  4 по сравнению с  1). Однако ком-
бинированное действие МЕЛ со сниженными 
концентрациями ABT-737 (20  нМ) уменьшало 
количество живых клеток примерно в  2  раза 
по сравнению с контролем (рис. 2, а; столбец 5 

Рис. 1. Концентрационная зависимость цитотоксических эффектов МЕЛ, ABT-737 и ЦИТ в клетках MV4-11. Клетки, 
инкубированные в культуральной среде, высевали в 96-луночный планшет при плотности 5 × 103 клеток на лунку и об-
рабатывали указанными концентрациями МЕЛ (а), АВТ-737 (б) и ЦИТ (в) в течение 24 ч. Данные представлены как 
среднее значение ± стандартное отклонение (SD) из десяти независимых экспериментов
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Рис. 2. Влияние МЕЛ, ЦИТ и ABT-737 на жизнеспособность  (а) и пролиферативную активность  (б) клеток MV4-11. 
в – Изменение митотического индекса в присутствии МЕЛ и АВТ-737 в клетках MV4-11; г – изменение митотического 
индекса в присутствии МЕЛ и ЦИТ. Данные представлены в виде среднего ± SD из шести независимых экспериментов. 
*p < 0,05 – достоверная разница значений по сравнению с контролем; #p < 0,05 – достоверная разница по сравнению 
со значением, полученным после добавления только ABT-737 или ЦИТ (столбец 3)

по сравнению с  1) и на  50%  –  относительно 
ABT-737 (20 нМ) (рис. 2, а; столбец 5 по срав-
нению с  3). При комбинированном действии 
МЕЛ с ABT-737 количество погибших клеток 
MV4-11 увеличилось в  12  раз по сравнению с 
контролем (рис. 2, а; столбцы 5 по сравнению 
с 1) и в 10 раз – по сравнению с одним ABT-737 
(рис.  2,  а; столбец  5 по сравнению  с  3). Со-
вместное действие МЕЛ со сниженной кон-
центрацией ЦИТ (0,4 мкМ) приводило к сни-
жению количества живых клеток относительно 
контроля в 2 раза (рис. 2, б; столбец 5 по срав-
нению с 1) и на 50% – по сравнению с одним 
ЦИТ  (рис.  2,  б; столбец  5 по сравнению с  3). 
Число погибших клеток в этих условиях уве-
личивалось в  6  раз по сравнению с контро-
лем (рис.  2,  б; столбец  5 по сравнению с  1) и 
в 6 раз – по сравнению с одним ЦИТ (рис. 2, б; 
столбец 5 по сравнению с 3).

Известно, что митотический индекс ис-
пользуется для анализа статуса пролиферации 
клеточной популяции. Мы проверили влия-
ние исследуемых препаратов на изменение 
митотической активности в клетках MV4-11. 
Рис.  2,  в  и  г отражает изменение МИ в клет-
ках ОМЛ в присутствии исследуемых веществ. 

ABT-737 (80  нМ) не изменял  МИ, в то вре-
мя как ЦИТ  (1  мкМ) снижал значение МИ 
на  40% по сравнению с контролем (рис.  2,  г; 
столбец 2 по сравнению с 1). Сниженные кон-
центрации ABT-737 и ЦИТ не изменили  МИ 
(рис.  2,  в  и  г; столбцы  3 по сравнению с  1). 
Обработка MV4-11 МЕЛ  (1  мМ) уменьшала 
значение МИ в 5 раз по сравнению с контро-
лем (рис. 2, в и г; столбец 4 по сравнению с 1). 
Комбинированное действие МЕЛ со снижен-
ными концентрациями ABT-737 и ЦИТ умень-
шало МИ на  80% по сравнению с контролем 
(рис.  2,  в  и  г; столбец  5 против  1) и на  80%  – 
по сравнению с ABT-737 и ЦИТ (рис. 2, в и г; 
столбец 5 по сравнению с 3). Полученные ре-
зультаты позволяют предположить, что МЕЛ 
усиливает цитотоксический эффект ABT-737 и 
ЦИТ в клетках MV4-11.

Влияние МЕЛ, АВТ-737 и ЦИТ на измене-
ние мембранного потенциала, продукции АФК и 
содержание цитозольного Са2+ в клетках MV4-11. 
Известно, что окислительный стресс или пере-
грузка  Са2+ изменяют проницаемость внутрен-
ней митохондриальной мембраны. Падение мем-
бранного потенциала (ΔΨm), увеличение про-
дукции АФК и выход Са2+ в цитозоль приводят 
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Рис. 3. Влияние МЕЛ, ABT-737 и ЦИТ на изменение мембранного потенциала (ΔΨm) и продукцию АФК в клетках 
MV4-11. а – Изменение ΔΨm в присутствии MEL и ABT-737; б – изменение ΔΨm в присутствии МЕЛ и ЦИТ. Кон-
троль представлял собой необработанные клетки. В качестве положительного контроля использовали сапонин (0,5%); 
c – изменение продукции АФК в присутствии МЕЛ и ABT-737; г – изменение продукции АФК в присутствии МЕЛ и 
ЦИТ. H2O2 (1 мкМ) использовали в качестве положительного контроля. Данные представлены в виде среднего ± SD из 
шести отдельных экспериментов. *p < 0,05 – достоверная разница значений по сравнению с контролем; #p < 0,05 – до-
стоверная разница по сравнению со значением, полученным после добавления только ABT-737 или ЦИТ (столбец 4)

к изменению проницаемости внутренней мито-
хондриальной мембраны  [36]. Поэтому было 
исследовано изменение ΔΨm, продукции АФК 
(рис. 3) и цитозольного Ca2+ (рис. 4) в клетках 
MV4-11 в наших экспериментальных условиях.

ABT-737 не влиял на изменение  ΔΨm по 
сравнению с контролем (рис.  3,  а, столбцы  3 
и 4 по сравнению с 1). Обработка клеток ЦИТ 
(1 и  0,4  мкМ) приводила к увеличению ΔΨm 
на 15% по сравнению с контролем (рис.  3,  б; 
столбцы 3 и 4 по сравнению с 1), тогда как МЕЛ 
снижал ΔΨm на 40% по сравнению с контроль-
ными условиями (рис.  3,  а  и  б; столбец  5 по 
сравнению с  1). В  условиях совместного дей-
ствия МЕЛ с ABT-737 наблюдали снижение 
ΔΨm на 40% (рис. 3, а; столбец 6 по сравнению 
с 1) и на 40% – по сравнению с одним ABT-737 
(рис. 3, а; столбец 6 по сравнению с 4). Добавле-
ние МЕЛ с ЦИТ приводило к снижению ΔΨm 
на  40% по сравнению с контролем (рис.  3,  б; 
столбец 6 по сравнению с 1) и на 55% – по срав-
нению с одним ЦИТ (рис.  3,  б; столбец  6 по 
сравнению с 4).

В присутствии ЦИТ (0,4  мкМ) продук-
ция АФК снижалась на 20% в клетках MV4-11 
(рис. 3, г; столбец 4 и 1). МЕЛ увеличил продук-
цию АФК в  4  раза по сравнению с контролем 
(рис. 3, в и г; столбец 5 по сравнению 1). При 
совместном действии МЕЛ с ABT-737 (20  нМ) 
продукция АФК увеличивалась в  4  раза по 
сравнению с контролем (рис.  3,  в; столбец  6 
по сравнению с  1) и по сравнению с ABT-737 
(рис. 3, в; столбец 6 по сравнению 4). Добавле-
ние ЦИТ с МЕЛ к клеткам приводило к увели-
чению продукции АФК в 5 раз по сравнению с 
контролем (рис.  3,  г; столбец  6 по сравнению 
с  1) и в  7  раз  – по сравнению с одним ЦИТ 
(рис. 3, г; столбец 6 по сравнению с 4).

На следующем этапе исследования мы 
проанализировали изменение содержания ци-
тозольного Ca2+ в клетках MV4-11 в наших экс-
периментальных условиях (рис. 4).

ABT-737 (80 нМ) и ЦИТ (1 мкМ) повыша-
ли содержание цитозольного Са2+ на 40 и 60% 
соответственно по сравнению с контролем 
(рис.  4,  а  и  б; столбец  2 по сравнению c  1). 

8*
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Рис. 4. Влияние МЕЛ, ABT-737 и ЦИТ на изменение цитозольного содержания Ca2+ в клетках MV4-11. а  –  Измене-
ние цитозольного Ca2+ в присутствии МЕЛ и ABT-737; б – изменение цитозольного Ca2+ в присутствии МЕЛ и ЦИТ. 
Контроль представлял собой необработанные клетки. Данные представлены в виде среднего ± SD из шести отдельных 
экспериментов. *p < 0,05 – достоверная разница значений по сравнению с контролем; #p < 0,05 – достоверная разница 
по сравнению со значением, полученным после добавления только ABT-737 или ЦИТ (столбец 3)

В присутствии ABT-737 (20 нМ) содержание ци-
тозольного Са2+ увеличивалось на 10% (рис. 4, а; 
столбец  3 по сравнению с  1), а в присутствии 
ЦИТ (0,4 мкМ) – на 20% по сравнению с кон-
тролем (рис.  4,  б; столбец  3 по сравнению с  1). 
Добавление МЕЛ повышало уровень цитозоль-
ного Са2+ на  20% по сравнению с контролем 
(рис. 4, а; столбец 4 по сравнению с 1). Когда к 
клеткам добавляли МЕЛ с ABT-737 или ЦИТ, со-
держание цитозольного Са2+ увеличилось на 40% 
относительно контроля (рис. 4, а и б; столбец 5 
по сравнению с  1), на  30%  – по сравнению с 
ABT-737 (рис. 4, a; столбец 5 по сравнению с 3) 

и на 40% – по сравнению с одним ЦИТ (рис. 4, б; 
столбец 5 по сравнению с 3).

Влияние МЕЛ, АВТ-737 и ЦИТ на из-
менение содержания белков LC3A/B (I, II) и 
CHOP в клетках MV4-11. Ранее было показа-
но, что в клетках HepG2 и клетках карциномы 
падение ΔΨm коррелировало с разобщением 
окислительного фосфорилирования и стимуля-
цией аутофагии [37]. Кроме того, CHOP связан с 
апоптозом, модулируя про- и антиапоптотические 
белки и участвуя в освобождении Ca2+ [38]. Кро-
ме того, считается, что МЕЛ модулирует апоптоз 
и аутофагию в раковых клетках  [39]. Поэтому 
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Рис. 5. Влияние МЕЛ, ЦИТ и ABT-737 на изменение уровня LC3A/B и CHOP в MV4-11. а – Вестерн-блот маркера ауто-
фагии LC3A/B и CHOP; диаграммы LC3A/B (б) и CHOP (в), количественно отражающие изменения содержания бел-
ков, нормированных на GAPDH, в % от контроля. Уровень белка в лизате клеток без каких-либо добавок принимали 
за 100%. Данные представлены в виде среднего ± SD из трех отдельных экспериментов. *p < 0,05 – достоверная разница 
значений по сравнению с контролем; #p < 0,05 – достоверная разница по сравнению со значением, полученным после 
добавления ЦИТ (столбец 3) или только АВТ-737 (столбец 7)

на следующем этапе мы исследовали изменение 
уровней LC3A/B (I, II) и CHOP в клетках MV4-11 
в наших экспериментальных условиях (рис.  5). 
Антитела к GAPDH использовали для нормализа-
ции белка.

На рис.  5,  а показан вестерн-блот, окра-
шенный антителами LC3A/B  (I,  II) и CHOP. 
На диаграммах (рис. 5, б и в) представлены ко-
личественные изменения содержания белков, 
полученные с помощью компьютерной ден-
ситометрии. Мы наблюдали, что добавление 
ЦИТ (1  мкМ и  0,4  мкМ) увеличивало содер-
жание LC3A/B-I в  2,4 и  4  раза соответственно 
(рис. 5, б; столбцы 2 и 3 по сравнению с 1) и сни-
жало уровень LC3A/B-II на  50 и  25% соответ-
ственно по сравнению с контролем (рис.  5,  б; 
столбцы 2 и 3 по сравнению с 1). В этих усло-
виях содержание СНОР снижалось на 35 и 50% 
соответственно по сравнению с контролем 

(рис. 5, в; столбцы 2 и 3 по сравнению с 1). До-
бавление ABT-737 (80  нМ) повышало уровни 
LC3A/B-I и LC3A/B-II в  6  раз и  на  45% соот-
ветственно (рис.  5,  б; столбец  6 по сравнению 
с  1) и снижало экспрессию CHOP на  65% по 
сравнению с контролем (рис. 5, в; столбец 6 по 
сравнению с 1). ABT-737 (20 нМ) повышал со-
держание LC3A/B-I и LC3A/B-II в  6 и  2  раза, 
но снижал содержание CHOP на 65% (рис. 5, в; 
столбец  7 по сравнению с  1). МEЛ повышал 
содержание LC3A/B-I в 5,8 раза и LC3A/B-II – 
на 60% (рис. 5, б; столбец 4 по сравнению с 1). 
Добавление МЕЛ не изменяло уровень CHOP, 
однако МЕЛ в сочетании с ЦИТ (0,4 мкМ) уве-
личивал содержание LC3A/B-I в  11  раз, LC3A/
B-II – на 30%, а CHOP – на 20% по сравнению 
с контролем (рис.  5,  б  и  в; столбец  5 по срав-
нению с  1). В  условиях совместного действия 
МЕЛ с  ЦИТ уровень LC3A/B-I увеличивался 
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в 3 раза по сравнению с одним ЦИТ (рис. 5, б; 
столбец  5 по сравнению с  3), LC3A/B-II  – 
на 40% (рис. 5, б; столбец 5 по сравнению с 3), 
а CHOP – на 70% (рис. 5, в; столбец 5 по срав-
нению с 3). При добавлении МЕЛ с ABT-737 (20 
нМ) к клеткам MV4-11 содержание LC3A/B-I 
увеличивалось в  7  раз, LC3A/B-II  – в  5  раз, а 
CHOP  –  на  40% по сравнению с контролем 
(рис. 5, б и в; столбец 8 по сравнению с 1). Со-
держание LC3A/B-I увеличивалось на  28%, 
LC3A/B-II  – в  2  раза и CHOP  – в  3,5  раза по 
сравнению с одним ABT-737 (рис.  5,  б  и  в; 
столбцы 8 по сравнению с 7).

Влияние МЕЛ, АВТ-737 и ЦИТ на изме-
нение содержания белков PDI и BIP в клет-
ках MV4-11. Известно, что ЭПР участвует 
во многих клеточных функциях, таких как 
кальциевый гомеостаз, синтез белков или 
фосфолипидов  [40], а также способен регу-
лировать активацию различных транскрип-
ционных каскадов, внутриклеточный транс-
порт, митохондриальный биогенез, аутофагию 
и апоптоз  [41]. Более того, для поддержания 
гомеостаза  Ca2+ необходимы  PDI и  BIP  [26]. 

Мы исследовали изменения экспрессии PDI 
и  BIP в наших экспериментальных услови-
ях (рис. 6).

В клетках MV4-11 результаты вестерн-блот-
тинга (рис.  6,  а) показали, что в присутствии 
ЦИТ (1 и 0,4 мкМ) содержание BIP повышалось 
на 35 и 50% (рис. 6, б; столбцы 2 и 3 по сравне-
нию с 1), а PDI – на 80 и 57% соответственно 
(рис. 6, б; столбцы 2 и 3 по сравнению c 1). До-
бавление ABT-737 (80 нМ) не изменяло содер-
жание BIP (рис.  6,  б; столбец  6 по сравнению 
с  1), тогда как добавление ABT-737 (20  нМ) 
приводило к увеличению уровня BIP на  50% 
по сравнению с контролем (рис. 6, б; столбец 7 
по сравнению с  1). В  присутствии ABT-737 
(80  и  20  нМ) уровень PDI повышался на  60 
и 50% соответственно по сравнению с контро-
лем (рис. 6, б; столбцы 6 и 7 по сравнению с 1). 
МЕЛ снижал содержание BIP на 40%, а PDI – 
на  20% по сравнению с контролем (рис.  6,  б; 
столбец 4 по сравнению с 1). Совместное дей-
ствие ЦИТ с МЕЛ снижало содержание BIP 
на  40% и PDI  –  на  10% относительно кон-
троля (рис.  6,  б; столбец  5 по сравнению с  1). 

Рис. 6. Совместное влияние МЕЛ, ЦИТ и ABT-737 на уровень маркеров ЭПР-стресса. a – Вестерн-блот PDI и BIP 
в клетках MV4-11; б  –  диаграммы, количественно отражающие изменения содержания белков, нормированных 
на  GAPDH, в  % от контроля. Уровень белка в лизате клеток без каких-либо добавок принимали за  100%. Данные 
представлены в виде среднего  ±  SD из трех отдельных экспериментов. *p  <  0,05  –  достоверная разница значений 
по сравнению с контролем; #p < 0,05 – значимое различие по сравнению со значением, полученным после добавле-
ния только ЦИТ (столбец 3) или ABT-737 (столбец 7)
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В  присутствии ЦИТ и МЕЛ уровень BIP сни-
жался на  90%, а PDI  – на  60% по сравнению 
с одним ЦИТ (рис.  6,  б; столбец  5 по сравне-
нию с 3). Комбинированное действие АBТ-737 
с МЕЛ снижало уровень BIP на  20%, а PDI  – 
на  50% по сравнению с контролем (рис.  6,  б; 
столбец  8 по сравнению с  1). В  этих услови-
ях уровень BIP снижался на  45%, а уровень 
PDI – в 3 раза по сравнению с одним ABT-737 
(рис. 6, б; столбец 8 по сравнению с 7).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что острый лейкоз считается 
одним из агрессивных видов опухолей. Поэто-
му исследования в этой области должны быть 
направлены на изучение и применение новых 
подходов для лечения этого вида рака. МЕЛ – 
гормон, вырабатываемый шишковидной желе-
зой, имеет структуру индоламина, и его пред-
шественником является триптофан  [42,  43]. 
Показано, что МЕЛ влияет на различные виды 
рака, в частности на рак молочной железы, 
колоректальный рак, опухоли кроветворной 
ткани и др. [44–46]. Противоопухолевые свой-
ства МЕЛ предполагают его использование в 
качестве потенциального агента в новых те-
рапевтических стратегиях при лечении рака. 
МЕЛ, который оказывает защитное действие 
на различные физиологические реакции в 
нормальных клетках костного мозга, также 
может быть эффективен при лечении лейке-
мии  [47,  48]. Многочисленные исследования 
противоопухолевой активности МЕЛ в отно-
шении лейкемии оценили полезные свойства 
МЕЛ при лечении лейкемии. Известно, что 
МЕЛ используется в качестве адъюванта при 
лечении рака не только за счет усиления тера-
певтического эффекта, но и за счет уменьше-
ния побочных эффектов химиотерапии или 
облучения [49]. Таким образом, целью нашего 
исследования было изучение сочетанного дей-
ствия МЕЛ с препаратами разных фармако-
логических групп, применяемых при лечении 
ОМЛ на клеточной модели MV4-11.

Недавно мы показали, что совместное 
действие МЕЛ с  ATRA, ЦИТ или ABT-737 
снижали жизнеспособность и усиливали ци-
тотоксический эффект этих препаратов в 
клетках промиелоцитарной лейкемии HL-60 
[27–29, 50]. В настоящем исследовании мы на-
блюдали аналогичный эффект МЕЛ и комби-
нированное действие МЕЛ с ЦИТ и ABT-737 в 
клетках  ОМЛ клеточной модели MV4-11. Со-
вместное действие МЕЛ с ЦИТ или АBТ-737 в 
концентрациях ниже тех, которые используют-

ся в медицинской практике, снижало проли-
ферацию и митотический индекс и усиливало 
цитотоксический эффект ЦИТ и АBТ-737.

Известно, что изменение проницаемо-
сти внутренней митохондриальной мембраны 
происходит после открытия неспецифической 
поры митохондрий (mitochondrial permeability 
transition pore,  мPTP) и рассматривается как 
начальная стадия апоптоза. Открытие  мРТР 
сопровождается падением  ΔΨm, деполяриза-
цией митохондриальной мембраны, выходом 
Са2+ из матрикса, набуханием митохондрий, 
увеличением продукции  АФК, выходом ци-
тохрома  с из межмембранного пространства 
в цитозоль  [29, 46, 47]. Более того, при тран-
зиторной церебральной ишемии в культуре 
нейронов полосатого тела мыши, действуя 
как нейропротектор при церебральной ише-
мии, МЕЛ проявляет антиапоптотический эф-
фект [51], а в раковых клетках МЕЛ действует 
как проапоптотический агент  [52]. Недавно 
мы показали, что МЕЛ вместе с ABT-737 
(0,2  мкМ) ускорял открытие  мPTP, при этом 
способность митохондрий удерживать Ca2+ в 
клетках HL-60 снижалась  [28]. Важным свой-
ством МЕЛ является его проапоптотический 
эффект, который может иметь особое значение 
при лечении рака [53]. В наших исследованиях 
мы обнаружили, что МЕЛ и совместное дей-
ствие МЕЛ с ЦИТ или ABT-737 снижали ΔΨm 
и повышали уровень цитозольного Ca2+ в ис-
следуемых клетках, тем самым проявляя про-
апоптотические свойства МЕЛ. Увеличение ци-
тозольного Са2+ и снижение ΔΨm коррелируют 
с изменениями продукции АФК  [54]. АФК, в 
свою очередь, тесно связаны с различными па-
тологическими состояниями, в том числе он-
кологическими. Известно, что раковые клет-
ки обычно генерируют большое количество 
АФК  [55,  56]. Считается, что МЕЛ действует 
как антиоксидант в некоторых репродуктив-
ных органах и может напрямую удалять раз-
личные свободные радикалы [57, 58]. С другой 
стороны, МЕЛ также может проявлять проок-
сидантные свойства, что связано с цитотокси-
ческим эффектом в раковых клетках [59]. Уве-
личение продукции АФК в присутствии МЕЛ 
и МЕЛ в сочетании с ЦИТ и ABT-737 в иссле-
дуемых клетках можно объяснить усилением 
их цитотоксичности.

Известно, что CHOP способен регулиро-
вать гены, кодирующие белки, участвующие 
в пролиферации, дифференцировке и экс-
прессии белков  [60]. Имеются данные о том, 
что за счет модуляции про- и антиапопто-
тических белков и участия в освобожде-
нии  Са2+, СНОР участвует в апоптозе  [39]. 
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В то же время ЭПР-стресс индуцирует CHOP, 
опосредуя апоптоз  [61]. CHOP экспрессирует-
ся в небольших количествах, но при стрессе 
его экспрессия увеличивается  [62]. В  наших 
недавних исследованиях мы заметили, что 
МЕЛ, а также МЕЛ, добавленный к клеткам 
совместно с ABT-737, снижал емкость  Ca2+ 
и  ΔΨm, и это коррелировало с увеличением 
экспрессии CHOP в клетках промиелоцитар-
ной лейкемии [28]. В настоящем исследовании 
добавление МЕЛ и МЕЛ с ЦИТ или ABT-737 
к клеткам ОМЛ приводило к снижению ΔΨm, 
увеличению продукции цитозольного  Ca2+ 
и АФК и к увеличению содержания CHOP. Бо-
лее того, недавние исследования показали, что 
CHOP способствует транскрипции генов ауто-
фагии и является прямым регулятором мно-
гочисленных генов, участвующих в процессе 
аутофагии [63, 64]. В нашем исследовании на-
блюдалось увеличение содержания маркеров 
аутофагии, таких как LC3A/B (I, II).

Считается, что окислительный стресс яв-
ляется индуктором ЭПР-стресса и аутофа-
гии  [65,  66]. В  свою очередь, ЭПР-стресс мо-
жет запускать аутофагию – многоступенчатый 
процесс самодеградации клеточных компонен-
тов [67, 68]. ЭПР-стресс имеет особое значение, 
поскольку ЭПР отвечает за фолдинг и транс-
порт белков, синтез липидов и поддержание 
гомеостаза Ca2+ в клетке. МЕЛ способен дей-
ствовать в сочетании с ЭПР-стрессом, способ-
ствуя апоптозу раковых клеток  [69]. Недавно 
мы наблюдали, что МЕЛ увеличивает экспрес-
сию  CHOP и снижает уровень BIP в клетках 
промиелоцитарной лейкемии  [28], что может 
дополнительно способствовать апоптозу при 
канцерогенезе. BIP и PDI необходимы для под-
держания гомеостаза Ca2+ [26]. Во многих видах 
рака содержание BIP повышается, и считается, 
что увеличение содержания  BIP может защи-
тить раковые клетки от стресс-индуцирован-
ного апоптоза [70]. PDI способен образовывать 
дисульфидные связи, включая сворачивание и 
изомеризацию белков, и увеличивать АФК в 
клетках [25]. PDI активно участвует в пролифе-
рации, выживании и метастазировании неко-
торых типах раковых клеток [71]. Во многих ра-
ковых клетках, синтезирующих больше белков, 
чем в нормальных клетках, наблюдается повы-
шенная экспрессия PDI  [71]. Снижение ΔΨm, 
увеличение содержания цитозольного  Са2+ и 
продукции АФК коррелировало со снижением 
содержания BIP и  PDI при обработке клеток 
MV4-11 МЕЛ с ABT-737 или ЦИТ. Эти резуль-
таты предполагают усиление цитотоксического 
действия АBТ-737 и ЦИТ под действием МЕЛ 
в клетках MV4-11.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На сегодняшний день все больше иссле-
дований доказывают, что МЕЛ способен воз-
действовать на клеточные и молекулярные 
мишени в лейкозных клетках, демонстрируя 
широкий спектр полезных эффектов индола-
мина при лейкемии. Важным направлением 
в лечении лейкемии является использование 
новых подходов для предотвращения развития 
опухоли. В  настоящем исследовании мы про-
верили влияние совместного действия МЕЛ с 
препаратами из разных фармакологических 
групп, в частности ЦИТ и АBТ-737, на разви-
тие острого миелоидного лейкоза на клеточ-
ной модели MV4-11. Мы заметили, что в этих 
условиях происходило увеличение продукции 
цитозольного Са2+ и АФК и снижение мем-
бранного потенциала. В  этой модели клеток 
лейкемии уровень CHOP и LC3A/B увели-
чивался, а содержание BIP и PDI  снижалось. 
Полученные результаты позволяют предпо-
ложить, что МЕЛ может быть использован в 
качестве средства, усиливающего цитотокси-
ческое действие препаратов, применяемых 
при лечении лейкозов. Обобщая результаты 
недавних и текущих исследований (влияние 
совместного действия  МЕЛ с препаратами из 
разных фармакологических групп на клетки 
промиелоцитарной лейкемии и острого мие-
лоидного лейкоза), можно предположить на-
личие предпосылок для применения МЕЛ в 
лечении лейкемии.
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MELATONIN CAN ENHANCE THE EFFECT OF DRUGS USED 
IN THE TREATMENT OF LEUKEMIA

A. I. Lomovskiy, Yu. L. Baburina, R. S. Fadeev, Y. V. Lomovskaya, 
M. I. Kobyakova, R. R. Krestinin, L. D. Sotnikova, and O. V. Krestinina*

Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences, 
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; E-mail: ovkres@mail.ru

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine, MEL), secreted by the pineal gland, plays an important 
role in the regulation of the different functions in human. However, there are the facts that MEL has an 
antitumor effect in various types of cancer. We have studied the combined effect of MEL and targeted drugs 
such as cytarabine (CYT) and navitoclax (ABT-737) on the development of acute myeloid leukemia in the 
MV4-11 cell model. The combined action of MEL with CYT or ABT-737 contributed to a decrease in the 
proliferative activity of leukemia cells, a drop in the membrane potential of mitochondria, and an increase 
in the production of reactive oxygen species and cytosolic Ca2+. We have shown that MEL, together with 
CYT or ABT-737, increases expression of homologous C/EBP protein and autophagy marker LC3A/B 
and decreases protein disulfide isomerase and immunoglobulin-binding protein levels, and consequently 
modulate endoplasmic stress. reticulum and initiate autophagy. The obtained data support the earlier 
suggestion that MEL may have potential benefits in cancer treatment and may be considered as an additive 
to drugs used in therapy.

Keywords: melatonin; cytarabine; navitoclax; autophagy; proliferation, ER stress
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Неорганические полифосфаты (полиР), согласно косвенным литературным данным, участвуют 
в  регуляторных процессах в молекулярном комплексе клеточной стенки (КС) дрожжей. Целью 
работы было выявление взаимосвязи между полиР, кислой фосфатазой  Pho3p и мажорным бел-
ком КС, глюканозилтрансгликозилазой  Bgl2p – основным глюканремоделирующим ферментом 
с амилоидными свойствами. Установлено, что клетки мутантного штамма с делецией гена  PHO3 
содержат больше высокополимерных щёлочерастворимых полиР, а также более устойчивы к щё-
лочи и ионам марганца по сравнению со штаммом дикого типа. Эти данные свидетельствуют в 
пользу того, что Pho3p ответственна за гидролиз высокополимерных полиP на поверхности клеток 
дрожжей, а эти полиР являются одним из факторов устойчивости к стрессам. Штамм с делеци-
ей гена  BGL2 cхож со штаммом  Δpho3 по содержанию высокомолекулярных щёлочерастворимых 
полиР и устойчивости к щёлочи и марганцу. Сравнительный анализ белков КС демонстрировал 
корреляцию между экстрагируемостью кислой фосфатазы и Bgl2р, а также выявил изменение спо-
соба закрепления Bgl2р в КС штамма, лишённого Pho3p. Предположено, что Bgl2p и Pho3p способ-
ны образовывать метаболон или его части, который объединяет биогенез основного структурного 
полимера КС – глюкана и катаболизм важнейшего регуляторного полимера – полифосфатов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: дрожжи, клеточная стенка, полифосфаты, кислая фосфатаза, глюканозилтранс-
гликозилаза, Pho3p, Bgl2p, стресс.

DOI: 10.31857/S0320972523010098, EDN: PCQBXC

Принятые сокращения: КС – клеточная стенка; полиP – неорганические высокомолекулярные полифосфаты.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Клеточная стенка (КС) дрожжей являет-
ся зоной непосредственного контакта клеток 
дрожжей с окружающей средой и играет важ-
ную роль в адаптации этих микроорганизмов к 
различным источникам углерода, в развитии и 
старении, в реакции на стресс [1–4], в регуля-

ции морфогенеза  [5] и адгезии  [6]. Структур-
ной основой КС является мегагликоконью-
гат (мГК), покрывающий клетку дрожжей. 
Более чем наполовину мГК состоит из мало-
разветвленных молекул высокополимерного 
β-1,3-глюкана и разветвлённого β-1,6-глюка-
на, на молекулах которых закреплены функ-
ционально важные белки. За формирование 
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глюкановой сети и её постоянную перестройку 
в процессе роста и деления клеток ответствен-
ны белки КС, в частности – те из них, кото-
рые закреплены без формирования ковалент-
ной связи с глюканом, среди которых можно 
выделить мажорный глюканремоделирую-
щий фермент  – глюканозилтрансгликозилазу 
Bgl2p [7–9], и кислую фосфатазу Pho3p [10, 11]. 
Основными молекулами, входящими в состав 
мГК и образующими КС дрожжей, являются 
полисахариды и белки, однако важным компо-
нентом КС являются также и высокомолеку-
лярные полиР [12–16]. Существует корреляция 
между накоплением фракции полиР4 и поли-
сахаридов КС у Saccharomyces cerevisiae [17–20].

Функции полиР КС связаны со способ-
ностью этих отрицательно заряженных поли-
меров взаимодействовать с полисахаридами 
и белками данного клеточного компартмен-
та. ПолиР играют важную роль в структурной 
организации КС [21]. ПолиР отвечают за под-
держание отрицательного заряда на клеточной 
поверхности грибов [15, 16]. Предложена гипо-
тетическая схема регуляции активности Bgl2p 
с участием полиР [11].

Суммируя, функции полиР в клеточной 
оболочке можно охарактеризовать как регуля-
торные и защитные, поскольку эти полимеры 
участвуют в регуляции активности ферментов, 
а также в поддержании отрицательного заряда 
на поверхности и нейтрализации токсичных 
для клеток веществ путём образования с ними 
комплексов.

Кислые фосфатазы у S. cerevisiae участвуют 
в системе гомеостаза фосфатов [22–25]. Два со-
седних гена YBR092C и YBR093C кодируют кон-
ститутивный фермент Pho3p и репрессируемый 
фермент Pho5p соответственно (https://www.
yeastgenome.org). Оба фермента локализованы 
в клеточной оболочке  [22,  26,  27]. Pho5p син-
тезируется при фосфатном голодании и обла-
дает активностью нуклеозид-трифосфатазы и 
нуклеозид-трифосфатпирофосфатазы [22, 28]. 
Очищенная Pho5p показала одинаковую ак-
тивность с p-нитрофенилфосфатом, ATP, ADP, 
глицерофосфатом и глюкозо-6-фосфатом, в то 
время как к гидролизу полиР она способна не 
была [29]. Известно, что Pho3p гидролизует тиа-
минфосфаты в периплазматическом простран-
стве, увеличивая поглощение тиамина  [26, 27]. 
Данные об активности Pho3p с полиР отсутствуют.

Bgl2p, один из основных глюканремоде-
лирующих белков КС дрожжей со свойствами 
амилоида, устойчив к обработке детергентами 
и протеиназами, после выделения из КС спо-
собен образовывать фибриллы  [7,  8]. Условия 
формирования этим белком фибрилл на кле-

точной поверхности дрожжей практически не 
изучены. На основании предварительных экс-
периментов [30] и данных, полученных при из-
учении влияния делеции гена кислой фосфата-
зы Pho3p на активность Bgl2p  [11], нами было 
предположено, что оба фермента, входящих 
в состав пула белков, экстрагируемых из КС с 
помощью Tris  [31], могут функционировать во 
взаимной корреляции, возможно, как метабо-
лон или его часть, оказывая взаимное влияние 
на закрепление и функциональную активность. 
В настоящее время такие данные в литературе 
практически не представлены, в то же время 
они имеют очень большое значение для по-
нимания регуляции биогенеза КС дрожжей. 
Важную роль в процессе их взаимодействия 
могут играть регуляторные молекулы – поли-
фосфаты. Данная работа посвящена проверке 
высказанного предположения и продолжению 
исследований структурной и функциональ-
ной взаимосвязи двух ключевых ферментов 
КС дрожжей, обеспечивающих биогенез важ-
нейших полимеров, входящих в состав этой 
органеллы: регуляторного – полифосфатов и 
структурного – глюкана.

Целью настоящего исследования явился 
анализ содержания полиР и адаптивных осо-
бенностей дрожжей с делецией генов PHO3 и 
BGL2, кодирующих кислую фосфатазу и глю-
канозилтрансгликозилазу КС S. cerevisiae.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы дрожжей и условия их выращи-
вания. Дрожжи S. cerevisiae BY4742 Mat α his3Δ1 
leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 («Invitrogen», США), далее 
«родительский штамм» или «WT», и его произ-
водные: «Δbgl2» Mat α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 
bgl2::URA3 и «Δpho3» Mat α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 
ura3Δ0 pho3::LEU2, а также соответствующие 
контрольные штаммы со вставкой генов анало-
гичных ауксотрофностей: «WT+URA3» Mat α 
his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0::URA3 и «WT+LEU2» 
Mat α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0::LEU2 – были 
получены как описано ниже в данной работе. 
Указанные штаммы поддерживали на твёрдых 
средах YNB и YPD [32] и для получения экспе-
риментальных результатов выращивали на жид-
кой среде YPD при 28 °С и аэрации 200 об./мин 
до поздней логарифмической стадии.

Конструкция штаммов. Штаммы S. cerevisiae 
Δbgl2, Δpho3, WT+URA3 и WT+LEU2 были 
получены на основе штамма BY4742 в ре-
зультате гомологичной рекомбинации после 
трансформации с помощью ацетата лития, одно-
цепочечной ДНК и полиэтиленгликоля [33, 34]. 
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Последовательность нуклеотидов праймеров, использованных в данной работе

№ Последовательность нуклеотидов

1 5′-GTTTTTTTCAATATAAGTTTATTGAGATAGACAACTAACCA
AAAAGAAAAACGGTCAAAGAGCTTTTCAATTCATCTTTTTT-3′

2 5′-TATTCCTCACCTAAACAGAAGGAAAAAGCCATTCTTGTTTAA
AGAGTATTTTTAAAGCGTCGGGTAATAACTGATATAATTAAAT-3′

3 5′-TTTTCACTTCAAGTGACAATTTGAAATACTCCTTGGACT
GTGACTTTTCATGAGCTTTTCAATTCATCTTTTTTTTTT-3′

4 5′-TTTGCTGGATGGAAGTCAATTATGCCTTGATTATCATAAAAAAAATACTA
CAGTAAAGAAAGGGCCATTCCAAATTACCTAAATTCGATGACTGGAAATT-3′

5 5′-AAAGAAGATCAGAATCGATGGGTATTTATTTATATTTGC
AATATTATTTATTTATACAATTTAAGCAAGGATTTTCTTAA-3′

6 5′-ATACTACTCACTACAACGATACCCTATTAAAACAATA
AATTGTATAAATAAATAAAAATTCGATGACTGGAAATT-3′

Ауксотрофный маркер URA3 был амплифици-
рован с использованием пар праймеров «1 и 2» и 
«2 и 3» с плазмиды pJJ244 для получения штам-
мов Δbgl2 и WT+URA3 соответственно (таблица). 
Ауксотрофный маркер LEU2 был амплифициро-
ван с использованием пар праймеров «4 и 5» и 
«5 и 6» с плазмиды pJJ282 для получения штам-
мов Δpho3 и WT+LEU2 соответственно (табли-
ца). Трансформанты были отобраны на твёрдых 
селективных средах YNB без урацила для штам-
мов Δbgl2 и WT+URA3 и без лейцина для штам-
мов Δpho3 и WT+LEU2 соответственно [32].

Экстракция полифосфатов. Клетки дрож-
жей, выращенные как описано выше, собира-
ли центрифугированием при 5000  g в течение 
15 мин, дважды промывали дистиллированной 
водой и замораживали при −20 °C. Из получен-
ной биомассы последовательной обработкой 
растворами кислот, солей и щелочей выделя-
ли 4  фракции полифосфатов согласно ранее 
описанному методу  [35]: кислоторастворимую 
(полиP1), солерастворимую (полиP2), две щё-
лочерастворимые (полиP3 и полиP4). Кисло-
торастворимую фракцию (полиР1) получали 
обработкой пробы хлорной кислотой в течение 
15 мин при 0 °С и постоянном перемешивании 
(на 1 г пробы добавляли 1 мл 1 М HClO4 и 9 мл 
0,5  М HClO4). После экстракции суспензию 
центрифугировали при 5000 g в течение 10 мин. 
Экстракцию повторяли дважды и полученные 
супернатанты объединяли. Для удаления нукле-
отидов, которые содержатся в данной фракции, 
к супернатанту добавляли 0,1 г активированно-
го угля Норит («Sigma-Aldrich») на 1 мл экстрак-
та и инкубировали на холоде в течение 30 мин.

Для выделения солерастворимой фракции 
(полиР2) к осадку, полученному после экстрак-

ции кислоторастворимой фракции, добавляли 
2  г NaClO4 и 0,5  мл 1  М HClO4 (из расчёта на 
1  г пробы) и инкубировали на холоде при пе-
ремешивании в течение 15  мин, затем добав-
ляли 10 мл холодной дистиллированной воды и 
снова выдерживали на холоде в течение 15 мин 
при перемешивании. Полученную суспензию 
центрифугировали в течение 20 мин при 5000 g. 
Экстракцию повторяли дважды и полученные 
супернатанты объединяли.

Затем получали фракцию полиР3 (раство-
римую в слабой щёлочи) экстракцией раство-
ром NaOH, имеющим pH 9–10, при 0 °C дваж-
ды по 15 мин при перемешивании. Полученную 
суспензию центрифугировали в течение 20 мин 
при 5000  g. Экстракцию повторяли дважды и 
полученные супернатанты объединяли.

Щёлочерастворимую фракцию (полиР4) 
экстра гировали 0,05 M NaOH при 0 °C 2 раза по 
15 мин, центрифугировали в течение 20 мин при 
5000 g и полученные супернатанты объединяли.

Количество полиР в полученных экстрак-
тах определяли по содержанию образовавше-
гося при гидролизе ортофосфата (Pi), как опи-
сано ранее [29].

Получаемые фракции различаются по 
среднему количеству фосфатных остатков: 
полиР1  –  15, полиР2 – 25, полиР3 – 60–70, 
полиР4 – свыше 100 фосфатных остатков [36].

Анализ чувствительности дрожжей к стрессо-
вым факторам. Влияние Cd(CH3COO)2  ×  2Н2О 
и KOH на рост дрожжей определяли путём по-
сева образцов клеток (стандартизированных по 
плотности культуры) в стерильный 96-луноч-
ный иммунопланшет с крышкой, ячейки кото-
рого содержали среду YPD и аликвоты стериль-
ных растворов Cd(CH3COO)2 × 2Н2О или KOH. 
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Через 24  ч культивирования плотность куль-
тур измеряли на планшетном фотометре (МЗ 
«Сапфир», Россия) при длине волны 595  нм. 
Влияние марганца на рост определяли после 
96 ч культивирования штаммов в жидкой среде 
YPD с добавлением 1,75 мМ MnSO4 путём под-
счёта клеток в камере Горяева.

Выделение и частичная депротеинизация КС. 
Клетки дрожжей, выращенные до поздней ло-
гарифмической фазы, разрушали и получен-
ные КС депротеинизировали с использова-
нием 1%  SDS (m/V), как описано ранее  [31]. 
Оптическую плотность КС в суспензии опреде-
ляли с помощью спектрофотометра Cary Eclipse 
(«Varian Inc.», США) при длине волны 540 нм.

Получение белковых экстрактов из КС. Экс-
тракты из КС в 0,1  М Tris («Amresco», США), 
рН 9,8, и в 6 М гуанидингидрохлориде («Appli-
Chem», Германия), рН 5,6, получали, как описа-
но ранее [31] с модификациями.

Электрофорез белков и вестерн-блот анализ. 
Экстракты из КС анализировали с помощью 
электрофореза в денатурирующих условиях в 
ПААГ  [37]. Белки из геля переносили на ни-
троцеллюлозную мембрану Amersham Protran 
(0,45  мкм, «Sigma-Aldrich», США). Bgl2p вы-
являли с использованием антител [31] с помо-
щью системы ECL («Thermo Fisher Scientific», 
США) [38].

Подготовка проб для LC-MS/MS-анализа. 
К экстрактам из КС добавляли 0,1 М Tris-НСl, 
рН 8,5, с 1%-ным дезоксихолатом (m/V) и 10 мМ 
дитиотреитолом до конечной концентрации. 
Затем кипятили в течение 10  мин и остужали 
при комнатной температуре. Экстракты хра-
нили при 4  °С. Дальнейшая подготовка проб, 
жидкостная хроматография и масс-спектроме-
трический анализ были проведены, как описа-
но ранее [39].

Метод определения 8-оксо-гуанозина. Клет-
ки дрожжей, выращенные до поздней логариф-
мической фазы, собирали центрифугирова нием 
в течение 5  мин при 1650  g, дважды промыва-
ли буфером ТЕ (10 мM Tris-HCl, 1 мM ЭДТА, 
pH  8,0), после чего проводили выделение ну-
клеиновых кислот, как описано ранее  [40], с 
некоторыми модификациями. Полученные осадки 
нуклеиновых кислот перерастворяли в 200 мкл 
дистиллированной воды, добавляли 20  мкл 
10-кратного 300  мМ натрий-ацетатного буфе-
ра, рН 4,6, с 2,8 М NaCl и 10 мМ ZnSO4 и ин-
кубировали с нуклеазой  S1 («Sigma-Aldrich», 
2 ед.акт.) в течение 2 ч при 37 °С для гидроли-
за РНК. К инкубационной смеси добавляли 
50  мкл 5-кратного буфера: 200  мМ Tris-HCl, 
200  мМ NaCl, 40  мМ MgCL2, pH  9,5, и ще-
лочную фосфатазу («Thermo Fisher Scientific», 

2 ед. акт.), инкубировали при 37 °С в течение 1 ч. 
Полученные гидролизаты РНК прогревали в 
течение 2 мин при 90  °С с последующим отде-
лением супернатанта для хроматографического 
анализа путём центрифугирования при 12 000 g.

ВЭЖХ с электрохимической детекцией. Полу-
ченные образцы анализировали с помощью об-
ращённо-фазовой ВЭЖХ (колонка Phenomenex 
Luna C18(2), 250*4,6 мм) с использованием спек-
трофотометрической (260  нм) и амперометри-
ческой (0,4 В) детекции. Раствор А: 0,1 М ацетат 
аммония. Раствор Б: ацетонитрил. Изократиче-
ское элюирование. 4%-ный раствор ацетонитри-
ла (v/v) в 0,1 М ацетате аммония. Скорость пото-
ка 1 мл/мин.

Статистическая обработка данных. Ста-
тистическую значимость оценивали относи-
тельно данных для родительского штамма WT 
с помощью t-критерия Стьюдента, используя 
стандартную программу Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

К началу нашей работы в литературе отсут-
ствовали убедительные данные, свидетельству-
ющие в пользу того, что, с одной стороны, кис-
лая фосфатаза Pho3p способна гидролизовать 
высокополимерные полифосфаты, а с другой 
стороны, что эти полимеры локализованы на 
поверхности клетки дрожжей, т.е. именно там, 
где, по многочисленным данным, локализован 
этот фермент. Для верификации этих положе-
ний нами был получен штамм с делетирован-
ным геном PHO3 и проведён сравнительный 
анализ содержания различных фракций поли-
фосфатов в данном и в родительском штаммах 
дрожжей (рис.  1), который показал, что со-
держание фосфата (Рi) и трёх фракций полиР, 
различающихся длиной цепи (полиР1–3), в 
клетках обоих штаммов практически не изме-
нилось, в то время как содержание высокополи-
мерных щёлочерастворимых полиР4 увеличи-
лось у штамма, лишённого кислой фосфатазы, 
почти в два раза. Исследователи давно указы-
вали на то, что полиР4 с высокой степенью ве-
роятности могут быть отнесены к полимерам, 
локализованным в КС [41]. Возрастание содер-
жания этой фракции полифосфатов в штамме 
с отсутствием фермента, осуществляющего их 
гидролиз, убедительно свидетельствует в поль-
зу правильности предположения И.С.  Кулаева 
о локализации полиР4 в КС.

Отметим, что фракция полиР4 характери-
зуется несколькими особенностями по сравне-
нию с другими фракциями полиР: это высоко-
молекулярные полиР со средней длиной цепи 
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Рис. 1. Содержание различных фракций неорганических полифосфатов в клетках дрожжей S. cerevisiae родительского 
штамма WT и штаммов Δbgl2 и Δpho3. а – Содержание Рi, полифосфатов фракций полиР1, полиР2 и полиР3 (см. ма-
териалы и методы). б – Содержание фракции полиР4, согласно литературным данным, ассоциированной с КС. Пред-
ставлены средние значения из трёх  опытов. Статистическую значимость оценивали относительно данных для ро-
дительского штамма WT с помощью t-критерия Стьюдента, используя стандартную программу Excel: *  p  <  0,01, 
** p < 0,001, # разница статистически незначима

около 100  фосфатных остатков, эти полиР не 
проявляют, в отличие от других фракций, эф-
фекта гиперкомпенсации, т.е. многократного 
возрастания после фосфорного голодания, эта 
фракция также в наименьшей степени тратится 
при фосфорном голодании по сравнению с дру-
гими фракциями  [36]. Гипотеза о том, что по-
лиР4 локализованы в КС, связана с тем, что есть 
корреляция между накоплением фракции по-
лиР4 и полисахаридов КС у S. cerevisiae [17–20], 
а также между уровнем этой фракции и отри-
цательным зарядом на клеточной поверхности 
дрожжей  [15,  16]. К сожалению, современные 
методы получения чистых препаратов КС дрож-
жей приводят к разрушению и вымыванию из 
препаратов содержащихся в стенке полифосфа-
тов. Поэтому пока не удалось напрямую опре-
делить содержание и длину цепи полиР в пре-
паратах КС. Наличие полиР в стенках хорошо 
фиксируется у многих видов дрожжей посред-
ством специальной окраски DAPI, который, в 
отличие от ДНК, даёт с полиР оранжевую или 
зелёную окраску [21, 42, 43].

Итак, как и ожидалось, отсутствие Pho3p при-
вело к увеличению содержания фракции полиР4, 
что свидетельствует в пользу участия этого фер-
мента в контроле содержания полиР в КС.

Интересно отметить, что увеличение коли-
чества полифосфатов полиР4 наблюдается не 
только в случае штамма с делецией гена кис-
лой фосфатазы, но и у штамма с делецией гена 
глюканозилтрансгликозилазы Bgl2 (рис. 1) при 
сохранении уровня анализируемых соедине-
ний в контрольных штаммах WT, WT+URA3 и 
WT+LEU2, что свидетельствует о возможном 

взаимодействии и взаимовлиянии этих фер-
ментов друг на друга, иными словами, позво-
ляет предположить, что они образуют метабо-
лон или его часть. Данные экспериментов по 
определению содержания этих ферментов в КС 
дрожжей отчасти подтверждают сказанное.

Как уже указывалось ранее, Bgl2р и Pho3p 
являются белками КС дрожжей. В наших экс-
периментах оба белка были достоверно опре-
делены в изолированных КС родительского 
штамма дрожжей методом LC-MS/MS-анали-
за во фракции белков, не закреплённых кова-
лентно на полисахаридах КС, экстрагируемых 
0,1  М Tris в щелочных условиях. В штамме с 
делецией гена, кодирующего Bgl2p, этот белок 
отсутствует, равно как и Pho3p отсутствует в 
штамме с делетированным геном PHO3.

Следует отметить, что число пептидов, 
определяемых в экстрагируемых белках LC-MS/
MS-анализом, в различных экспериментах не-
сколько отличается, даже если при экстрак-
ции использованы одинаковые количества КС. 
При этом анализ числа пептидов экстрагируемых 
ферментов Bgl2р и Pho3p из КС родительского 
штамма, проведённый в серии экспериментов, 
свидетельствует о наличии пропорциональной 
зависимости экстрагируемости кислой фосфата-
зы от количества экстрагируемого Bgl2р (рис. 2). 
Другие белки, например, глюканремоделирую-
щие ферменты КС, не демонстрируют такой за-
кономерности (данные не приведены).

Следует отметить, что нами обнаружена и 
обратная ситуация: мы наблюдали влияние от-
сутствия кислой фосфатазы и, как следствие, 
увеличения количества полифосфатов в КС этих 

9
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Рис. 2. Корреляционная зависимость числа определяемых 
в 5  независимых экспериментах пептидов Bgl2p и  Pho3p 
в экстракте в 0,1  М Tris из КС дрожжей S.  cerevisiae ро-
дительского штамма с помощью LC-MS/MS-анализа. 
Линия на графике отражает корреляцию, коэффициент 
корреляции – 0,94, p < 0,01

Рис.  3. Вестерн-блот анализ экстрактов из КС дрожжей 
S. cerevisiae: в буфер Лэммли – родительский штамм (до-
рожка 1), Δpho3 (дорожка 2); в 6 М гуанидингидро хлорид, 
2 ч экстракции – Δpho3 (дорожка 3), родительского штам-
ма (дорожка 4) и 4 ч экстракции – Δpho3 (дорожка 5), ро-
дительский штамм (дорожка 6). Стрелками указаны оли-
гомеры Bgl2p. Окрашивание антителами к Bgl2p

дрожжей на закрепление Bgl2p. Из рис. 3 видно, 
что фракция гуанидингидрохлорид-экстрагируе-
мого из КС пула мономера Bgl2p практически 
полностью отсутствует в КС Δpho3 при исполь-
зовании условий экстракции, применяемых 
нами в экспериментах, позволивших выявить 
данный пул ранее [31], но появляются димерные 
и, возможно, тетрамерные формы молекул это-
го белка, экстракция которых наблюдается при 
увеличении длительности обработки КС таким 
же экстрагентом – нейтральным 6 М гуанидин-
гидрохлоридом. Обнаруженный факт хорошо 

согласуется с выявленными нами ранее амило-
идными свойствами белка Bgl2p.

Поскольку полиР являются важным фак-
тором устойчивости клеток дрожжей к раз-
личным видам стресса, в первую очередь к 
щелочному стрессу и стрессу, вызванному 
токсической концентрацией тяжёлых метал-
лов [42, 44], мы сравнили устойчивость клеток 
всех трёх штаммов к кадмию, щёлочи и мар-
ганцу. Оказалось, что оба мутанта более устой-
чивы к щёлочи и марганцу, чем родительский 
штамм, хотя разницы в устойчивости к кад-
мию не отмечено (рис.  4). Итак, штамм Δbgl2 
похож на штамм Δpho3 не только по уровню 
полиР4, но и по увеличению устойчивости к 
стрессовым воздействиям, для которой полиР 
КС являются важным фактором.

Полученные данные позволяют сделать вы-
вод о том, что делеции генов, кодирующих белки 
Bgl2p и Pho3p, снижают чувствительность дрож-
жей к некоторым стрессовым воздействиям. 
По-видимому, увеличенное количество полиР 
в случаях воздействия ионов тяжёлых металлов 
позволяет клеткам сорбировать некоторое ко-
личество этих ионов на клеточной поверхности, 
а в случае воздействия щёлочи полиР-стенки 
могут экранировать клетки от отрицательно за-
ряженных гидроксил-ионов. Поскольку полиР в 
КС участвуют в нескольких клеточных функци-
ях, возникает вопрос о регуляции уровня полиР 
в этом компартменте. Мембрана эндоплазма-
тического ретикулюма формирует транспорт-
ные везикулы, несущие в КС белки и предше-
ственники полисахаридов, в этой мембране 
присутствует VTC-комплекс, синтезирующий 
полиР [45]. Это позволяет предполагать, что та-
кие транспортные везикулы могут доставлять в 
КС также полиР.

Следует отметить, что, несмотря на схо-
жесть ответа дрожжей на изучаемые делеции 
генов BGL2 и РHO3 (увеличение в их КС ко-
личества полифосфатов), мы предполагали, 
что указанное сходство тем не менее является 
следствием различных процессов, идущих в 
метаболических путях штаммов с изучаемыми 
делециями, в том числе – наличия или отсут-
ствия окислительного стресса, вызванного у 
дрожжей повышением содержания полифос-
фатов в КС.

Свидетельством верности нашего предпо-
ложения могло бы явиться различное содержа-
ние 8-оксогуанозина – продукта окислитель-
ного повреждения гуанинового основания в 
препаратах РНК, полученных из родительско-
го штамма и мутантных штаммов с делециями. 
Исследователи сравнительно давно и устойчи-
во используют данное соединение как маркер, 
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Рис. 4. Сравнение чувствительности штаммов дрожжей S. cerevisiae родительского штамма WT и штаммов Δbgl2 и Δpho3 
к стрессовым условиям: в присутствии различных концентраций Cd2+ (а), КОН (б) и Mn2+ в концентрации 1,75 мМ (в). 
Представлены средние значения из 4 опытов. Статистическую значимость оценивали относительно данных для роди-
тельского штамма WT с помощью t-критерия Стьюдента, используя стандартную программу Excel: * p < 0,01, ** p < 0,001, 
# – разница статистически незначима

определяющий уровень развития окислитель-
ного стресса у различных организмов, в том 
числе у высших эукариот и человека  [46–48]. 
Работы такого направления на клетках дрож-
жей практически неизвестны, однако есть ос-
нования предполагать, что и у низших эукари-
от указанная закономерность присутствует.

Появление 8-оксогуанина в составе РНК 
может привести к дефектам синтеза белка, 
например, снижению скорости синтеза белка 
и продукции агрегированных или укорочен-
ных пептидов [49, 50], что у высших эукариот 
имеет важные последствия при старении, ней-
родегенеративных заболеваниях  [51] и атеро-
склерозе [52].

Учитывая сказанное, нам представлялось 
необходимым определить содержание 8-оксо-
гуанина в составе РНК изучаемых штаммов, 
чтобы выявить реакцию дрожжей на повы-
шенное содержание полифосфатов в их КС.

Согласно нашим результатам, уровень 8-оксо-
гуанозина по отношению к неокисленному гу-
анозину (нмоль/ммоль*106) в РНК в штамме 
Δpho3 не отличается от родительского штам-

ма и штамма Δbgl2 и составляет 238,5  ±  70,26, 
178,11 ± 70,4 и 194,69 ± 46,54 соответственно.

8-оксогуанин образуется при воздействии 
активных форм кислорода (гидроксил-радика-
ла [53], супероксид-анион радикала [54] и т.п.) 
и органических перекисей (окисленных липи-
дов)  [55] на гуанин в составе РНК. Активные 
формы кислорода появляются в клетке в каче-
стве побочных продуктов электрон-транспорт-
ных цепей митохондрий и работы пероксидаз, 
в результате реакций перекиси водорода с кати-
онами тяжёлых металлов [56], а также под дей-
ствием некоторых факторов внешней среды, 
таких как ионизирующее излучение. В свою 
очередь, работа специфических ферментов ан-
тиоксидантной защиты (супероксиддисмутазы, 
каталазы и т.п.), а также низкомолекулярных 
антиоксидантов снижает содержание активных 
форм кислорода в клетке [57].

Наши результаты можно расценивать как 
свидетельство об отсутствии окислительно-
го стресса у дрожжей, у которых содержание 
полифосфатов в КС значительно превышает 
норму, или же о высокоэффективной работе 

9*
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указанных выше ферментных систем и/или ан-
тиоксидантов. В дальнейшем мы продолжим ис-
следование роли 8-оксогуанозина в ответе клеток 
дрожжей на стресс различного происхождения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши данные продемонстрировали влия-
ние изучаемых делеций на уровень высокомо-
лекулярных щёлочерастворимых полифосфа-
тов (полиР4) в клетках дрожжей. Мы полагаем, 
что наблюдаемое нами увеличение содержания 
полиР4 у штамма с делецией PHO3 служит важ-
ным свидетельством в пользу гипотезы о лока-
лизации этих полиР именно в клеточной обо-
лочке, которая является зоной локализации 
белков Pho3p и Bgl2p. В свою очередь, уровень 
полифосфатов может влиять на устойчивость 
дрожжей к различного рода воздействиям на их 
клетки соединений, вызывающих стресс.

Ранее было показано, что делеция гена кис-
лой фосфатазы приводит к изменению проч-
ности КС  [58]. Авторы данного исследо вания 
предположили, что Pho3p является структур-
ным белком. Однако небольшое содержание 
Pho3p в КС, показанное в настоящем исследо-
вании, позволяет говорить, скорее, о регулятор-
ной, нежели структурной роли кислой фосфа-
тазы. В настоящем исследовании показано, что 
кислая фосфатаза Pho3p с очевидностью может 
влиять на содержание полифосфатов, гидроли-
зуя их молекулы с большей или меньшей ин-
тенсивностью. Кроме того, ранее было проде-
монстрировано, что полифосфаты значительно 
увеличивают ферментативную активность Bgl2p 
in vitro [11, 59].

Глюканозилтрансгликозилаза Bgl2р, явля-
ясь мажорным белком КС и обладая амилоид-
ными свойствами [7, 8], может служить «поса-
дочной площадкой» для кислой фосфатазы и, 
таким образом, участвовать в её закреплении 
и функционировании в КС. Ранее нами были 

получены данные, свидетельствующие о воз-
можном наличии таких белковых посадочных 
площадок в КС дрожжей  [60]. Также в лите-
ратуре есть данные о закреплении в КС с уча-
стием Bgl2p фермента трегалазы  [61]. В  свою 
очередь, в отсутствии кислой фосфатазы на-
блюдается изменение способа закрепления 
Bgl2p в КС. Полученные результаты в совокуп-
ности позволяют с высокой степенью вероят-
ности предполагать, что в КС дрожжей Bgl2p и 
Pho3p способны образовывать метаболон или 
его часть, который объединяет биогенез основ-
ного структурного полимера КС  –  глюкана и 
важнейшего регуляторного полимера – поли-
фосфатов, поскольку незначительное количе-
ство фермента кислой фосфатазы посредством 
накопления в КС её субстрата (полифосфатов) 
влияет на активность Bgl2p и, таким образом, 
на свойства КС.

Наличие такой взаимосвязи было предполо-
жено И.С. Кулаевым с соавт. [17–20], в нашей ра-
боте данное предположение получило развитие.
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THE EFFECT OF DELETIONS OF GENES ENCODING Pho3p AND Bgl2p 
ON THE POLYPHOSPHATE LEVEL, STRESS ADAPTATION 

AND ATTACHMENT OF THESE PROTEINS 
IN Saccharomyces cerevisiae CELL WALL

T. S. Kalebina1*, E. V. Kulakovskaya2, V. V. Rekstina1, L. V. Trilisenko2, R. H. Ziganshin3, 
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Inorganic polyphosphates (polyP), according to literature data, are involved in the regulatory processes of molecular 
complex of the Saccharomyces cerevisiae cell wall (CW). The aim of the work was to reveal relationship between polyP, 
acid phosphatase Pho3p, and the major CW protein, glucanosyl transglycosylase Bgl2p, which is the main glucan-
remodelling enzyme with amyloid properties. It has been shown that the yeast cells with deletion of the PHO3 gene 
contain more high molecular alkali-soluble polyP and are also more resistant to exposure to alkali and manganese 
ions compared to the wild type strain. This suggests that Pho3p is responsible for hydrolysis of the high molecular 
polyP on the surface of yeast cells, and these polyP belong to the stress resistance factors. The S. cerevisiae strain 
with deletion of the BGL2 gene is similar to the Δpho3 strain both in the level of high molecular alkali-soluble polyP 
and in the increased resistance to alkali and manganese. Comparative analysis of the CW proteins demonstrated 
correlation between the extractability of the acid phosphatase and Bgl2p, and also revealed a change in the mode of 
Bgl2p attachment to the CW of the strain lacking Pho3p. It has been suggested that Bgl2p and Pho3p are able to form 
a metabolon or its parts that connects biogenesis of the main structural polymer of the CW, glucan, and catabolism 
of an important regulatory polymer, polyphosphates.

Keywords: yeast, cell wall, polyphosphates, acid phosphatase, glucanosyltransglycosylase, Pho3p, Bgl2p, stress
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Обнаружено, что при однократной иммунизации мышей OmpF и OmpC поринами Yersinia 
pseudotuberculosis на фоне нарастающего титра специфических антител в глубоких слоях коры го-
ловного мозга развиваются патологические изменения, характеризующиеся дистрофическими из-
менениями клеток. В нейронах при этом наблюдается повышенный уровень экспрессии каспазы 3, 
что свидетельствует об индукции проапоптотических сигнальных путей. Полученные результаты 
указывают на потенциальную способность неспецифических порообразующих белков наружной 
мембраны грамотрицательных бактерий инициировать развитие дегенеративных изменений кле-
ток головного мозга.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Yersinia pseudotuberculosis, OmpF, OmpC порины, нейродегенерация, каспаза  3, 
апоптоз.

DOI: 10.31857/S0320972523010104, EDN: PCTBZM

Принятые сокращения: ЛПС – липополисахарид; НМ – наружная мембрана; PB – полимиксин В.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Грамотрицательная бактерия Yersinia pseudo-
tuberculosis (сем.  Yersiniaceae) является энтеро-
патогеном для человека, вызывает острые же-
лудочно-кишечные расстройства, такие как 
энтероколит и мезентериальный лимфаденит. 
В случае повторной бактеримии у больных 
псевдотуберкулёзом могут развиваться так 
называемые вторично-очаговые формы забо-
левания, которые характеризуются офтальмо-
логическими симптомами, такими как эпис-
клерит, склерит, хориоретинит, симптомами 
поражения периферической нервной системы, 
а также возникновением реактивного артрита 
и коллагенозов [1, 2]. Есть данные, что в 9–25% 
случаях при наличии генетической предрас-
положенности или различных факторов риска 
патологический процесс проявляется не толь-
ко как инфекционный синдром, но и приоб-
ретает черты системного заболевания. В таких 

случаях у больных иерсиниозом или псевдо-
туберкулёзом формируются различные ауто-
иммунные расстройства, такие как синдромы 
Рейтера и Шегрена – Гужеро, болезни Крона, 
Грейвса  –  Базедова, а также хронические за-
болевания соединительной ткани, гломеруло-
нефрит, аутоиммунный гепатит, гемолитиче-
ская анемия, воспаление сердечных оболочек, 
тромбоцитопения и другие патологии. Неко-
торые авторы рассматривают подобные забо-
левания как закономерные последствия иер-
синиозов [1–5]. В 40% случаях у переболевших 
иерсиниозами отмечаются поражения нервной 
системы в виде серозного или гнойного менин-
гита, менингоэнцефалита, невралгий и болей 
в пояснично-крестцовом отделе позвоночника 
[6–8]. Описан случай развития острой энцефа-
лопатии у пациента с серологически подтверж-
дённым псевдотуберкулёзом [9].

Предполагается, что подобные ослож-
нения связаны с нарушением функции Т-  и 
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анти генпрезентирующих клеток в поражённом 
органе. Антигены Y.  pseudotuberculosis могут 
вызывать неспецифическую активацию Т-кле-
ток за счёт прямого взаимодействия с молеку-
лами главного комплекса гистосовместимости 
(МНС) класса  II и с вариабельной областью 
Т-клеточного рецептора, а эта поликлональ-
ная активация, в свою очередь, приводит к 
гиперпродукции провоспалительных цитоки-
нов  [9,  10], которые способствуют развитию 
нейровоспаления [11].

В настоящее время существует достаточное 
количество различных патогенетических при-
знаков, свидетельствующих о том, что хрони-
ческие бактериальные и вирусные инфекции 
являются возможными факторами риска разви-
тия нейродегенеративных заболеваний [12, 13]. 
Однако молекулярный механизм взаимодей-
ствия бактериальных патогенов с нейронами 
мало изучен. Тем не менее уже сейчас ясно, что 
проникновение бактериальных антигенов в 
ткань мозга и последующая нейровоспалитель-
ная реакция в долгосрочной перспективе могут 
инициировать нейродегенеративные расстрой-
ства [14]. Иммунный ответ и активация воспа-
лительного процесса в ходе развития инфекции 
в организме-хозяине также могут вызывать по-
вреждение и последующую гибель нейронов.

Известно, что развитию нейродегенера-
ции способствует бактериальный эндотоксин, 
липополисахарид (ЛПС) [15], который являет-
ся одним из основных факторов патогенности 
грамотрицательных бактерий. Однако, помимо 
ЛПС, к факторам патогенности можно отнести 
и порообразующие белки (порины), которые 
доминируют в количественном отношении 
среди белков наружной мембраны (НМ) бакте-
рий  [16–19]. В ходе инфекционного процесса 
порины высвобождаются из НМ в результате 
бактериолиза и могут интегрироваться, напри-
мер, во внутреннюю мембрану митохондрий, 
что приводит к нарушению потенциала ми-
тохондриальной мембраны, высвобождению 
цитохрома  c и индукции апоптоза  [20]. Так, 
на примере неспецифического OmpC порина 
E.  сoli было показано, что пориновые белки 
вызывают развитие Са-зависимой апоптотиче-
ской гибели клеток и наряду с ЛПС участвуют 
в развитии нейровоспалительного процесса, 
приводящего к нейродегенеративным измене-
ниям в тканях головного мозга [21].

Известно, что при иммунизации поринами 
формируется высокий уровень долгоживущих 
циркулирующих антител, более того, специфи-
ческие антипориновые антитела обнаружива-
ются в сыворотках крови экспериментальных 
животных (мышей, кроликов, крыс, обезьян) 

вне зависимости от формы вводимого антиге-
на, т.е. при иммунизации целыми клетками, 
фрагментами клеточной стенки бактерий, изо-
лированными белками [22–24]. В связи с этим 
считается, что порины НМ различных бактерий 
могут быть использованы в качестве эффек-
тивных компонентов вакцинных препаратов 
для защиты человека и животных от заболе-
ваний, вызываемых микроорганизмами ро-
дов Neisseria, Salmonella, Pseudomonas, Yersinia, 
Pasteurella, Aeromonas, Chlamydia [25–31]. Одна-
ко исследование нейротоксического потенциала 
поринов патогенных для человека грамотрица-
тельных бактерий находится в настоящее вре-
мя на начальном этапе и в связи с этим пред-
ставляется весьма актуальной задачей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы и условия культивирования. Для 
получения препаратов поринов использова-
ли бактерии Y.  pseudotuberculosis (штамм  598, 
Ib серовар). Культуры выращивали в жидкой 
питательной среде LB при температуре 4  °С в 
течение 5 суток и при температуре 37 °С в тече-
ние 30 ч для получения OmpF и OmpC белков 
соответственно.

Выделение OmpF и OmpC поринов. Выделе-
ние и очистку белков из бактериальных клеток 
проводили, как описано в работе Новиковой и 
соавт.  [32]. В результате были получены элек-
трофоретически чистые препараты белков в 
нативной тримерной форме. Содержание ЛПС 
в образцах белков, определённое с помощью 
набора Limulus Amebocyte Lysate (LAL) test 
(«Thermo Fisher Scientific», США) в соответ-
ствии с протоколом производителя, состави-
ло <3%. Полученные образцы тримеров белков 
использовали для иммунизации мышей.

Иммунизация мышей. Мышей линии 
BALB/c (самки в возрасте от 4 до 8  недель, 
массой 20  ±  2  г), разделённых на три груп-
пы по 15  голов, однократно иммунизировали 
внутрибрюшинно: (1)  тримером OmpF порина 
Y.  pseudo tuberculosis (100  мкг/мышь), (2)  три-
мером OmpC порина Y.  рseudo tuberculosis 
(100 мкг/мышь), (3) Tris-HCl буфером (0,03 М, 
рН 7,6) (100 мкл).

Забор биологического материала. Забор крови 
и тканей головного мозга у 5 мышей из каждой 
группы осуществляли через 90, 180 и 280  дней 
после начала эксперимента. Мышей нарко-
тизировали введением 10  мкл смеси ксилазина 
(«Interchemie», Эстония) и телазола («Zoeties 
Manufacturing», Испания). По достижении глу-
бокого уровня хирургического наркоза животное 
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фиксировали на препаровочном столике, вскры-
вали грудную клетку и отбирали кровь из поло-
сти сердца. Перфузию 10%-ным (v/v) формали-
ном в физиологическом растворе производили 
через систему кровообращения. Затем вскрыва-
ли черепную коробку, извлекали головной мозг, 
отделяли кору и фиксировали в формалине. Пе-
ред извлечением головного мозга для приготов-
ления гомогенатов перфузию не проводили.

Экстракция белков из тканей головного моз-
га. Экстракция 1%-ным Triton X-100. Наве-
ску тканей головного мозга гомогенизировали 
тефлоновым пестиком в TBS-буфере (20  мМ 
Tris-HCl, 150  мМ NaCl, рН  7,4), содержащем 
0,1 мМ PMSF и 1%-ный (v/v) Triton X-100. За-
тем гомогенат обрабатывали ультразвуком в 
течение 20 с при 44 Гц с помощью дезинтегра-
тора (УЗДН–2Т, Россия). Полученную суспен-
зию центрифугировали при 15  000  g в течение 
20  мин, получали осадок  1 и супернатант  1. 
К супернатанту 1 добавляли ацетон (1 : 9, v/v) 
и выдерживали в течение ночи при −20  °С для 
осаждения растворимых в Triton Х-100 белков. 
Полученный осадок отделяли центрифугирова-
нием при 5000 об./мин в течение 30 мин, дваж-
ды промывали водой, нерастворимые в воде 
белки далее растворяли в буфере (0,03 М Tris-HCl, 
рН  7,6), содержащем 0,25% Ds-Na  (v/v), и ис-
пользовали для анализа.

Экстракция 1%-ным Ds-Na. Осадок 1 обра-
батывали 1%-ным (v/v) раствором Ds-Na в 
TBS-буфере в течение 45  мин при комнатной 
температуре и постоянном перемешивании. 
Полученный экстракт центрифугировали при 
15  000  g в течение 25  мин, получали осадок  2 
и супернатант  2. К супернатанту  2 добавля-
ли ацетон (1  : 9, v/v) и выдерживали в течение 
ночи при −20  °С для осаждения растворимых 
в Ds-Na белков. Полученный осадок отделяли 
центрифугированием при 5000  об./мин в те-
чение 30  мин, дважды промывали водой, не-
растворимые в воде белки далее растворяли в 
буфере (0,03  М Tris-HCl, рН  7,6), содержащем 
0,25% Ds-Na (v/v), и использовали для анализа.

Концентрацию белка в полученных экс-
трактах определяли по УФ-спектрам в макси-
муме поглощения при 280 нм с помощью спек-
трофотометра μQuant («BioTek Instruments, 
Inc.», США).

Иммуноферментный анализ. Образцы бел-
ков, извлекаемые из тканей головного мозга 
с помощью 1%-ного Triton X-100 и 1%-ного 
Ds-Na, использовали в качестве антигенов 
для проведения ИФА. Концентрация белка, 
наносимого на планшет в качестве антигена, 
составила 5 мкг/мл. ИФА проводили по стан-
дартной методике. Планшеты инкубировали 

в течение ночи при 4 °С. Для обнаружения ан-
тигенов использовали антисыворотки мышей 
(в разведении 1  :  200, v/v), полученных после 
трёхкратной иммунизации OmpF и OmpC 
поринами Y.  рseudotuberculosis, как описано в 
статье Новиковой и соавт. [32]. В качестве ан-
тител к иммуноглобулинам мыши использова-
ли коммерческие конъюгаты с пероксидазой 
хрена («Invitrogen», США). Результаты учи-
тывали на спектрофотометре μQuant («BioTek 
Instruments, Inc.») при 492 нм, в качестве хро-
могена использовали 0,04%-ный (m/v) раствор 
о-фенилендиамина. Антисыворотки, получен-
ные после однократной иммунизации мышей, 
также анализировали в ИФА с гомологичными 
антигенами. Уровень антител выражали в от-
рицательных lg (−lg).

Иммуногистохимическое и гистологическое 
исследование. Ткани коры головного мозга 
фиксировали в течение 24  ч при 4  °С в 10%-
ном  (v/v) забуференном формалине, 3–4  раза 
промывали фосфатным буфером (0,1  М, 
рН 7,2), заливали в парафин и готовили срезы 
толщиной 5 мкм.

Для выявления каспазы  3, TNF-α, IL-2 и 
IL-6 был использован иммунопероксидазный 
метод с применением первичных антител соот-
ветственно к CASP3 (PAA626Mu01, «Cloud-Clone 
Corp.», США), TNF-α (PAA133Mu01, «Cloud-
Clone Corp.»), IL-2 (PAA043Mu01, «Cloud-Clone 
Corp.») и IL-6 (PAA079Mu01, «Cloud-Clone 
Corp.») в разведении 1 : 200, v/v. Вторичные анти-
тела, меченные пероксидазой хрена (PI-2000, 
«Vector Laboratories», США), в разведении 
1 : 200, v/v, использовали в соответствии с ин-
струкциями фирмы-производителя.

Парафиновые срезы коры головного моз-
га после депарафинирования инкубировали в 
3%-ной (v/v) перекиси водорода для блокирова-
ния эндогенной пероксидазы. Промывали 3 раза 
фосфатным буфером (0,1 М, рН 7,2) и инкуби-
ровали в течение 60 мин в 2%-ном (m/v) раство-
ре БСА (SC-2323, «Santa Cruz Biotechnology», 
США), содержащем 0,25%-ный  (v/v) Triton 
Х-100. Инкубацию с первичными антитела-
ми проводили во влажной камере при 4 °С в те-
чение 24  ч. После трёхкратной отмывки срезы 
инкубировали со вторичными антителами в те-
чение 60  мин и трижды отмывали фосфатным 
буфером. Для визуализации иммунопероксидаз-
ной реакции использовали хромоген NovaRed 
(«Vector Laboratories»), через 5–10  мин срезы 
промывали фосфатным буфером, обезвоживали 
и заключали в бальзам.

Для выявления исследуемых поринов в 
коре головного мозга использовали антисыво-
ротки мышей, трёхкратно иммунизированных 
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OmpF и OmpC поринами Y.  рseudotuberculosis, 
полученными как описано в статье Новико-
вой и соавт. [32], а также сыворотки интактных 
особей в качестве контроля. После инкубации 
срезов в блокирующем буфере в течение 1 ч при 
37 °С проводили трёхкратную отмывку фосфат-
ным буфером, затем срезы инкубировали 1  ч 
со вторичными антителами, меченными Alexa 
Fluor 594 (A11037, «Life Technologies», США) 
и Alexa Fluor 488 (A11029, «Life Technologies»). 
Гистологические препараты отмывали триж-
ды фосфатным буфером, затем инкубирова-
ли 10  мин с красителем DAPI (D021490, «Life 
Technologies»), заключали под покровное стек-
ло с использованием глицерина, стёкла храни-
ли в холодильнике при температуре 4 °С.

Для гистологического окрашивания депа-
рафинированные срезы помещали на 5  мин 
в раствор гематоксилина Карацци («Biо-
Vitrum», Россия), промывали проточной во-
дой, обезвоживали, просветляли и заключали 
в бальзам.

Количественная обработка данных. Морфо-
метрическую, иммуногистохимическую оценку 
и подсчёт клеток проводили с использованием 
пакета программ ImageJ  1.41 («NIH», США). 
Удельную плотность нейронов определяли как 
(количество нейронов)/(площадь подсчёта), 
затем стандартизировали по контрольному 
значению. Количество Casp3+-нейронов/мм3 
рассчитывали по формуле: d = (109 × n)/(S × 7), 
где d  –  плотность клеток; 109  –  коэффициент 
пересчёта мкм2 в мм2; n – количество иммуно-
позитивных клеток; S  –  площадь области ин-
тереса (мкм2); 7 – толщина среза (мкм).

Статистическая обработка данных. Оцен-
ку достоверности различий данных проводи-
ли с использованием метода Two-way ANOVA 
(Bonferroni post test). Все данные были про-
верены на нормальность распределений с 
использованием теста Колмогорова–Смир-
нова. Данные выражали как среднее  ±  SEM, 
p < 0,05 было принято как статистически зна-
чимое. Все статистические тесты выполнялись 
с использованием программного обеспечения 
GraphPad Prism  4.00 («GraphPad Software», 
США). Корреляцию между снижением удель-
ной плотности нейронов и увеличением чис-
ла Casp3+-нейронов оценивали по средним 
значениям в динамике с применением крите-
рия Спирмена. Силу корреляции определяли 
с помощью шкалы Чеддока. Статистический 
анализ различий взаимодействия антигенов 
с антителами проводили с использованием 
t-критерия Стьюдента. Данные выражали как 
среднее ± SD, p < 0,05 было принято как стати-
стически значимое.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Объектами исследования в настоящей ра-
боте стали неспецифические OmpF и OmpC 
порины Y.  pseudotuberculosis, которые наряду с 
ЛПС относятся к основным (в количествен-
ном отношении) антигенам НМ псевдотубер-
кулёзного микроба. Ранее было показано, что 
при естественном течении заболевания в сы-
воротках крови пациентов антитела к поринам 
в диагностических титрах определяются, начи-
ная с первой недели от начала проявления кли-
нических симптомов заболевания, и могут со-
храняться на протяжении нескольких месяцев 
и даже лет  [22]. При искусственной иммуни-
зации индивидуальными белками у животных 
формируется пул специфических антипорино-
вых антител с высокими титрами. Показано, 
что порины иерсиний относятся к антигенам, 
для которых применимо понятие «молекуляр-
ная мимикрия», вследствие чего длительно 
циркулирующие в организме антитела к этим 
белкам способны вызвать, например, развитие 
аутоиммунного поражения щитовидной желе-
зы с развитием тиреотоксикоза [33]. Накопле-
ние специфических антител в организме, так 
же как провоспалительных цитокинов, может 
спровоцировать нейровоспалительный про-
цесс и стать причиной деструкции нервной 
ткани при различных нейродегенеративных 
заболеваниях [11, 34].

В ходе проведённого эксперимента мышей 
через 90, 180 и 280  дней после иммунизации 
OmpF/OmpC поринами Y.  pseudotuberculosis 
подвергали эвтаназии, извлекали мозг и про-
водили гистологический анализ срезов коры, 
сделанных в области поясной извилины (моле-
кулярной пластинки – слоя 1 и наружной зер-
нистой пластинки – слоя 2). На парафиновых 
срезах (5 мкм), окрашенных гематоксилином- 
эозином, проводили подсчёт плотности рас-
пределения нейронов в поверхностных и 
глубоких слоях серого вещества, оценивали 
степень и глубину повреждения нервных кле-
ток по характеру изменения ядра и цитоплаз-
мы (пикноз, вакуолизация).

Основной тенденцией общеморфологи-
ческих изменений, регистрируемых в мозге 
экспериментальных животных, стало значи-
тельное сокращение плотности распределения 
нервных клеток (рис. 1, а, б).

Через 90  дней после начала эксперимента 
появились признаки дистрофических измене-
ний в нейронах (рис. 1, в). Они сопровождались 
частичной вакуолизацией цитоплазмы, раство-
рением и распылением тигроида, набуханием 
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Рис. 1. Гистологический анализ срезов коры головного мозга иммунизированных мышей, сделанных в области пояс-
ной извилины (молекулярной пластинки – слоя 1 и наружной зернистой пластинки – слоя 2). Оценка удельной плот-
ности клеток (а, б). Морфологические изменения структур коры головного мозга иммунизированных мышей (в, г), 
выраженные как изменения соотношения нейронов в клетках молекулярной пластинки (слой 1) и наружной зерни-
стой пластинки (слой 2). На фотографиях (в) указаны клетки с признаками вакуолизации (↑), отека (*), пикнотиче-
ские (V) , на рисунке (г) приведены данные для OmpF порина (слева) и OmpC порина (справа). * Достоверное отличие 
от контроля, р < 0,05, ** достоверное отличие от контроля, р < 0,01

и формированием перицеллюлярного отёка. 
В случае иммунизации как OmpF, так и OmpC 
поринами менее 25% нейронов в тканях моле-
кулярной пластинки (слой  1) остались непо-
вреждёнными (рис. 1, г). В наружной зернистой 
пластинке (слой 2) при введении OmpF порина 
остались неповреждёнными порядка 60% ней-
ронов, насчитывалось также примерно 10% ва-
куолизированных нейронов. В 30% пикнотиче-
ских клеток наблюдались признаки деструкции 
органоидов. В случае иммунизации OmpC по-
рином неповреждёнными остались около 20% 
клеток, насчитывалось такое же количество 
пикнотических нейронов, а в большей части 
нейронов наблюдалась вакуолизация цитоплаз-
мы. Описанные морфологические изменения 
были зафиксированы на фоне резкого (пример-
но в 2  раза) сокращения удельной плотности 
нейронов.

Через 180 дней от начала наблюдения плот-
ность распределения нейронов уменьшалась 
более чем в 4  раза, и наблюдались глубокие 
морфологические изменения, которые были 
выражены неодинаково в поверхностных и бо-
лее глубоких слоях коры. Так, независимо от 
вида введённого белка, в клетках молекулярной 
пластинки значительно, до 80–85%, возрастало 
количество пикнотических нейронов с призна-
ками необратимых изменений (сморщивание, 
уплотнение цитоплазмы нейрона, развитие ги-
перхроматоза). В клетках зернистой пластин-
ки количество пикнотических нейронов также 
увеличивалось, но при этом от 50 до 70% кле-

ток не демонстрировали явных признаков дис-
трофического повреждения (рис. 1, г).

Через 280  дней в нейронах молекулярной 
пластинки были зафиксированы ультраструк-
турные признаки компенсаторно-репаратив-
ных процессов, количество пикнотических 
клеток уменьшалось, а количество клеток с 
признаками относительного морфологического 
благополучия увеличивалось. Напротив, в ней-
ронах наружной зернистой пластинки количе-
ство пикнотических нейронов продолжало уве-
личиваться, а неповреждённых  ‒  уменьшаться 
(рис.  1,  г). В случае OmpC порина изменения 
были более заметными по сравнению с OmpF.

В результате проведённых иммунохими-
ческих исследований было показано, что на-
копление морфологических изменений в клет-
ках коры головного мозга развивалось на фоне 
сформировавшегося пула специфических ан-
тител в сыворотках крови иммунизирован-
ных мышей. Через 90  дней после однократ-
ной иммунизации мышей OmpF порином 
Y. pseudotuberculosis у животных наблюдался до-
статочно высокий уровень IgG-антител (титр 
−lg3,2), который вплоть до окончания экспе-
римента (280 дней) не только не снижался, но 
и имел тенденцию к нарастанию. Динамика 
антителообразования в случае иммунизации 
животных OmpC порином имела иной харак-
тер. Через 90 дней количество специфических 
антител в сыворотках крови мышей достигало 
того же уровня, что и у мышей, иммунизиро-
ванных OmpF порином. Через 180  дней титр 
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антисыворотки снижался до −lg2,6, а в конце 
срока наблюдения (280 дней) опять повышался 
до −lg3,2.

Ранее в статье Rajan et al. [21] были приве-
дены данные о том, что в тканях головного моз-
га людей с диагностированной болезнью Крейц-
фельда–Якоба и мышей, иммунизированных 
OmpC порином из НМ E.  coli, с помощью 
специфических антител выявляется присут-
ствие белкового антигена. В нашем экспери-
менте анализ экстрактов коры головного моз-
га мышей показал, что в образцах тканей, 
полученных через 90 дней после иммунизации, 
присутствуют антигены, взаимодействующие с 
антисыворотками к OmpF/OmpC поринам, по-
лученными как описано в работе Новиковой и 
соавт. [32] (рис. 2, а, б). 

Через 180 дней антигены, взаимодействую-
щие в ИФА с антисывороткой к OmpC пори-
ну, были обнаружены в количестве примерно 
вдвое меньшем по сравнению с 90-дневными 
экстрактами. А в экстрактах тканей мозга мы-
шей после иммунизации OmpF порином через 
180  дней количество определённого антигена 
было статистически неотличимо от контроля.

В экстрактах тканей головного мозга, взя-
того у мышей через 280  дней, антигены, свя-
зывающиеся со специфическими антителами 

к поринам, методом ИФА обнаружены не были. 
Однако при иммуногистохимическом исследо-
вании, проведённом с использованием специ-
фических поликлональных антител к поринам и 
вторичных антител к IgG мыши, меченных Alexa 
Fluor, в препаратах тканей головного мозга, по-
лученных при иммунизации как OmpC, так и 
OmpF белками, были обнаружены слабые сигна-
лы зелёной флуоресценции, свидетельствующие 
о присутствии незначительного количества этих 
антигенов в исследуемых образцах (рис. 2, б, г).

Интересно отметить различную эффек-
тивность последовательной экстракции белков 
неионным (Triton  X-100) и анионным (Ds-Na) 
детергентами. В случае OmpF порина, наиболь-
шее его количество экстрагировалось из тка-
ней 1%-ным Ds-Na, а в случае OmpC белка  – 
1%-ным Triton X-100. Вероятно, такой результат 
обусловлен различной способностью исследу-
емых поринов взаимодействовать с мембра-
ной нейронов. Механизм инкорпорации PorA 
и PorB поринов в мембраны эукариотических 
клеток с образованием ионных каналов описан 
для поринов НМ из различных видов нейссе-
рий  [35,  36]. Так, например, установлено, что 
PorB из Neisseria gonorrhoeae, встраиваясь в мем-
браны эпителиальных клеток, не только форми-
рует функционирующие каналы, но и вызывает 

Рис. 2. Иммунодетекция антигенов. Иммуноферментный анализ взаимодействия  (а, в) экстрактов тканей коры го-
ловного мозга, полученных через 90, 180, 280 дней от мышей, иммунизированных однократно OmpF и OmpC пори-
нами Y. pseudotuberculosis (100 мкг/мышь), с антисыворотками к гомологичным белкам (разведение 1 : 200). Концен-
трация белка на планшете 5 мкг/мл. * Достоверное отличие от контроля, р < 0,05. Иммуногистохимическое выявление 
поринов (б, г) (указано стрелками) в тканях коры головного мозга мышей через 280 дней после введения антигенов. 
Взаимодействие гистологических препаратов с неиммунной (OmpF/Ат_контроль, OmpC/Ат_контроль) и специфиче-
ской (OmpF/Ат_OmpF, OmpC/Ат_OmpC) сыворотками
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их Са-зависимый апоптоз. При нейродистро-
фических процессах высокий уровень апоптоза 
также может приводить к выраженному сниже-
нию численности жизнеспособных клеток. За 
развитие апоптоза отвечают внутриклеточные 
ферменты семейства цистеин-содержащих про-
теаз, среди которых ведущей эффекторной ка-
спазой является каспаза 3. При болезнях Альц-
геймера и Паркинсона в коре головного мозга 
пациентов, умерших от этих заболеваний, об-
наруживается высокий уровень экспрессии ка-
спазы  3  [37,  38]. Повышенный уровень мРНК 
каспазы 3 также определялся в тканях головного 
мозга мышей, иммунизированных препаратами 
OmpC порина E.  coli  [21]. По мнению авторов, 
этот факт свидетельствует о том, что бактери-
альный порин способствует развитию патоло-
гического состояния нейронов вследствие по-
вреждения мембран и развития апоптоза.

Цитологические изменения, которые мы 
наблюдали в клетках коры головного мозга им-
мунизированных мышей, по ряду признаков 
(пикноз, гиперхроматоз) можно было отнести 
к апоптотическим. Для того чтобы выявить 
готовность нейронов мышей к апоптозу, был 
проведён гистохимический анализ с исполь-
зованием специфических поликлональных ан-
тител к каспазе  3 (PAA626Mu01, «Cloud-Clone 
Corp.»).

Как видно из данных, приведённых на 
рис.  3, однократная иммунизация животных 
исследуемыми бактериальными поринами вы-
зывала значительное увеличение экспрессии 
каспазы  3 в клетках молекулярной пластин-
ки (слой  1) и наружной зернистой пластинки 
(слой 2) коры. В клетках наружной зернистой 
пластинки эффект от введения препаратов 
белков был более выражен, количество нейро-

Рис. 3. Экспрессия каспазы 3(Casp3) в клетках молекулярной пластинки (слой 1) и наружной зернистой пластинки 
(слой 2) коры головного мозга мышей, иммунизированных OmpF/OmpC поринами Y. pseudotuberculosis. Слой 1, коэф-
фициент корреляции Спирмена для OmpC – 1,000, для OmpF – 0,500; сила связи по шкале Чеддока для OmpC функ-
циональная, для OmpF заметная. Слой 2, коэффициент корреляции Спирмена для OmpC – 0,500, для OmpF – 1,000; 
сила связи по шкале Чеддока для OmpC заметная, для OmpF функциональная. Стрелками указаны Casp3+-нейроны. 
К – контроль.* Достоверное отличие от контроля, р < 0,05, ** достоверное отличие от контроля, р < 0,01
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нов, продуцирующих каспазу  3, нарастало до 
конца эксперимента, что особенно заметно в 
случае OmpF порина. В клетках молекулярной 
пластинки динамика накопления Casp3+-ней-
ронов имела аналогичный характер, хотя ко-
личество их было меньше по сравнению с 
клетками слоя 2 (рис. 3).

Известно, что патогенные иерсинии об-
ладают целым набором разнообразных по ме-
ханизму действия факторов вирулентности, 
которые нарушают защитные реакции врож-
дённого и адаптивного иммунитета, способ-
ствуя распространению бактерий в теплокров-
ном организме. Основным активатором клеток 
иммунной системы традиционно считается 
эндотоксин (ЛПС). Так, известно, что ЛПС из 
Y. pseudotuberculosis (штамм 598, Ib серовар) при 
однократном введении вызывает накопление 
провоспалительных цитокинов, TNF-α и IL-6, 
в сыворотке крови мышей в течение суток по-
сле иммунизации  [39]. Однако для некоторых 
бактерий показано, что кроме ЛПС, индукто-
рами синтеза цитокинов могут быть порообра-
зующие белки  [40,  41], а в некоторых случаях 
порины могут снижать интенсивность провос-
палительных реакций, индуцированных ЛПС 
in vitro в клетках различных линий [42].

На заключительном этапе эксперимен-
та мы провели иммуногистохимический ана-
лиз препаратов головного мозга иммунизи-
рованных мышей для выявления IL-2, IL-6 
и TNF-α. Мы считаем, что в тканях, получен-
ных через 90, 180 и 280 дней после иммуниза-
ции поринами, эти медиаторы воспаления не 
были обнаружены, поскольку различия между 
контрольными и опытными образцами были 
статистически недостоверными.

Однако ранее на примере провоспали-
тельных IL-12 и TNF-α в эксперименте in  vivo 
мы охарактеризовали цитокиновый ответ при 
однократном введении OmpF и OmpC пори-
нов НМ Y.  pseudotuberculosis в дозе 100  мкг на 
мышь. В эксперименте использовали препара-
ты изолированных поринов (содержащих менее 
3%  ЛПС) и поринов, предварительно обрабо-
танных полимиксином В (PB), который инакти-
вирует ЛПС, вызывая необратимое изменение 
структуры эндотоксина за счёт избиратель-
ного связывания с его липидной частью  [43]. 
Использование PB позволило выявить соб-
ственную цитокинстимулирующую активность 
поринов псевдотуберкулёзного микроба  [43]. 
Было показано, что как изолированные, так и 
обработанные PB порины псевдотуберкулёзно-
го микроба практически в одинаковой степени 
ингибируют синтез TNF-α в течение 24 ч. Сле-
довательно, наряду с другими мембранными 

белками иерсиний, такими как Yop-белки [44], 
неспецифические порины можно отнести к 
числу факторов вирулентности, подавляю-
щих синтез TNF-α. С другой стороны, было 
установлено, что оба порина, так же как ЛПС, 
стимулируют синтез провоспалительного цито-
кина IL-12. Незначительно отличалась только 
динамика изменения уровня этого медиатора 
воспаления в течение суток для изолированных 
и обработанных PB белков. Если в присутствии 
примеси ЛПС максимальный уровень IL-12 
наблюдался уже через 2  ч после начала экспе-
римента, немного снижаясь впоследствии, то в 
случае поринов, обработанных PB, количество 
IL-12 постепенно увеличивалось в течение все-
го периода наблюдения.

Таким образом, можно сказать, что по-
рины, так же как ЛПС из Y.  pseudotuberculosis, 
вызывают синтез некоторых провоспалитель-
ных цитокинов только в острой фазе развития 
инфекционного процесса. На более поздних 
этапах развития иммунной реакции организма 
механизм воздействия бактериальных белков 
на клетки не обязательно связан с синтезом 
медиаторов воспаления, а может быть обу-
словлен способностью поринов нарушать це-
лостность мембран эукариотических клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, показано, что при одно-
кратной иммунизации мышей неспецифиче-
ские порины Y.  pseudotuberculosis могут вызы-
вать частично обратимую дегенерацию клеток 
в поверхностных слоях коры головного мозга. 
Дистрофические изменения, которые наблю-
даются в тканях головного мозга после имму-
низации животных поринами, сильнее выра-
жены в нейронах молекулярной пластинки. 
В случае OmpF порина эти изменения имеют 
более ранние сроки инициации по сравнению 
с таковыми, индуцированными введением 
OmpC. Характерно наличие признаков репа-
ративного процесса, за счёт которого к концу 
эксперимента частично восстанавливается ко-
личество неповреждённых клеток. Установле-
но, что увеличение уровня экспрессии каспа-
зы 3 в нейронах иммунизированных животных 
коррелирует с уменьшением значения пока-
зателя удельной плотности клеток. В связи 
с этим можно говорить о том, что изменения 
показателя готовности клеток к апоптозу про-
исходят на фоне структурной реорганизации 
тканей даже при наличии признаков компен-
саторно-восстановительной реакции со сторо-
ны нейронов.
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В настоящее время существует мнение, что 
любая хроническая персистирующая инфекция 
может запускать в макроорганизме каскад ре-
акций, результатом которых могут стать в том 
числе различные нейродегенеративные процес-
сы  [45]. Так, недавние исследования Matheoud 
еt  al.  [46] показали, что экспериментальная 
инфекция, вызываемая Citrobacter rodentium, 
запускает в организме животных процессы ауто-
иммунного характера, которые в конечном ито-
ге приводят к образованию специфических для 
митохондрий цитотоксических CD8+ Т-кле-
ток в тканях головного мозга. Помимо этого, у 
инфицированных мышей наблюдается резкое 
снижение плотности дофаминергических ней-
ронов и развиваются двигательные нарушения, 
исчезающие после лечения L-ДОФА. Эти ре-
зультаты подтверждают предположение о том, 
что кишечная инфекция может способствовать 
развитию болезни Паркинсона.

Данные, полученные в нашей работе на 
мышиной модели, свидетельствуют о том, что 
неспецифические порообразующие белки грам-
отрицательной бактерии Y.  pseudotuberculosis, 
действуя как триггерные факторы, также мо-
гут активировать программу апоптотической 
гибели нервных клеток. Кроме того, на позд-
них этапах развития иммунной реакции орга-
низма механизм воздействия бактериальных 
белков на клетки, вероятно, обусловлен спо-

собностью поринов встраиваться в мембраны 
эукариотических клеток, стимулируя развитие 
апоптоза. Вследствие этого высокая антиген-
ная нагрузка при хроническом течении псев-
дотуберкулёза у людей, реализуемая в том чис-
ле за счёт поринов НМ, может стать одной из 
причин развития нейровоспаления и дегене-
ративных изменений в тканях головного мозга.
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NON-SPECIFIC PORINS FROM THE OUTER MEMBRANE 
OF Yersinia pseudotuberculosis EFFECT ON MICE BRAIN CORTEX TISSUES

O. Yu. Portnyagina1*, D. N. Ivashkevich2, I. V. Duizen2, L. S. Shevchenko1, and O. D. Novikova1

1 G. B. Elyakov Pacific Institute of Bioorganic Chemistry, Far East Branch, Russian Academy of Sciences, 
690021 Vladivostok, Russia

2 A. V. Zhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology, 
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It was found that with a single immunization of OmpF and OmpC mice with Yersinia pseudotuberculosis 
porins, against the background of an increasing titer of specific antibodies, pathological changes develop 
in the deep layers of the cerebral cortex, characterized by dystrophic changes in cells. At the same time, 
an  increased level of caspase  3 expression is observed in neurons, which indicates the induction of 
proapoptotic signaling pathways. The results obtained indicate the potential ability of nonspecific pore-
forming proteins of the outer membrane of Gram-negative bacteria to initiate the development of 
degenerative changes in brain cells.

Keywords: Yersinia pseudotuberculosis, OmpF, OmpC porins, neurodegeneration, caspase 3, apoptosis
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Адаптация организма к нарушениям обмена веществ требует существования механизмов, связы-
вающих метаболизм с экспрессией генов. В числе таких механизмов в последнее время все чаще 
рассматривают ацилирование метаболических и гистоновых белков. Мы предположили, что изме-
нение уровня ацилирования белков опосредует адаптационный ответ на ингибирование ключевого 
метаболического процесса, катализируемого продуцирующим ацетил-КоА комплексом пируватде-
гидрогеназы  (ПДГ). Для проверки этой гипотезы животным интраназально вводили специфиче-
ские ингибиторы  ПДГ: ацетил(метил)фосфинат  (АцМеФ) или метиловый эфир ацетилфосфона-
та (АцФМе) – с последующей оценкой физиологических параметров, ацилирования белков мозга, 
а также экспрессии и фосфорилирования кодируемой PDHA альфа-субъединицы  ПДГ (α-ПДГ). 
При одинаковой дозе сильный ингибитор АцМеФ, в отличие от менее эффективного АцФМе, 
уменьшает уровень ацетилирования и увеличивает уровень сукцинилирования белков головного 
мозга с кажущейся молекулярной массой 15–20 кДа. Белки 30–50 кДа демонстрируют изменения 
ацетилирования лишь под влиянием сильного ингибитора АцМеФ, в то время как менее эффек-
тивный АцФМе в основном увеличивает уровень их сукцинилирования. Отсутствие изменений 
в сукцинилировании белков массой 30–50 кДа после введения АцМеФ совпадает с индукцией этим 
ингибитором десукцинилазы SIRT5, которая не наблюдается у животных, получавших  АцФМе. 
Экспрессия и фосфорилирование α-ПДГ в мозге, а также поведение животных и ЭКГ существен-
но не различаются между исследуемыми группами животных. Полученные результаты указывают 
на  то, что кратковременное ингибирование ПДГ головного мозга влияет на уровень ацетилиро-
вания и/или сукцинилирования белков головного мозга в зависимости от силы ингибитора, мо-
лекулярной массы белка и типа ацилирования. Стабильность физиологических параметров после 
ингибирования ПДГ свидетельствует в пользу гомеостатического характера этих изменений.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ацетилирование белков мозга, сукцинилирование белков мозга, фосфоновые/фос-
финовые аналоги пирувата, пируватдегидрогеназа, сиртуин.

DOI: 10.31857/S0320972523010116, EDN: PCTPCD

Принятые сокращения: ПДГ – пируватдегидрогеназа; α-ПДГ – альфа-субъединица ПДГ; PDHA – ген, кодирую-
щий α-ПДГ; ОГДГ  – 2-оксоглутаратдегидрогеназа (альфа-кетоглутаратдегидрогеназа); МДГ  – малатдегидрогеназа; 
интервал R-R – средний интервал между ударами сердца; SD – стандартное отклонение средних значений интерва-
ла R-R; dX – диапазон значений интервала R-R; RMSSD – среднеквадратичное значение последовательных различий 
в интервалах R-R.
* Адресат для корреспонденции.
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ВВЕДЕНИЕ

Давно известно, что белковое ацетили-
рование регулирует организацию хроматина 
гистонами  [1–3] и работу митохондриальных 
мультиферментных комплексов дегидрогеназ 
2-оксокислот, которые продуцируют ацил-КоА 
и другие реакционноспособные ацилсодержа-
щие интермедиаты  [4, 5]. В  последнее время 
посттрансляционные модификации путем аци-
лирования остатков лизина привлекают все 
больше внимания. Значительный интерес в 
этом плане приобретают как неядерные бел-
ки, помимо дегидрогеназ 2-оксокислот, так и 
NAD+-зависимые сиртуины – так называемые 
«омолаживающие» факторы, катализирующие 
деацилирование белков, отличных от гисто-
нов  [6–8]. В  то же время, наряду с известной 
митохондриальной локализацией комплексов 
дегидрогеназ 2-оксокислот, была выявлена и 
их ядерная локализация, связанная с участием 
комплексов в ацилировании гистонов  [9–12]. 
Кроме того, в дополнение к автоацилирова-
нию [4, 5] показано участие комплексов деги-
дрогеназ 2-оксокислот в ацилировании раз-
личных метаболических белков [13, 14]. Таким 
образом, комплексы дегидрогеназ 2-оксокис-
лот могут поставлять ацильные производные 
коэнзима А (ацил-КоА) для ацилирования гис-
тоновых и негистоновых белков. Поскольку 
основная функция комплексов тесно связана с 
аэробным окислением глюкозы мозга, саморе-
гуляция этого ключевого для метаболизма моз-
га процесса с помощью ацилирования белков 
может участвовать в поддержании гомеостаза 
при нарушениях метаболизма. Действительно, 
адаптивная роль ацилирования была выявлена 
в недавнем исследовании вызванного судоро-
гами дисбаланса обмена веществ в мозге на 
крысиной модели эпилепсии [15].

В дополнение к реакциям, катализируе-
мым дегидрогеназами 2-оксокислот, молекулы 
ацил-КоА могут быть синтезированы и в дру-
гих метаболических путях, таких как окисле-
ние жирных кислот или метаболизм кетоновых 
тел. В  частности, в некоторых эксперимен-
тальных системах в ацетилирование гистонов 
вовлечены ацетат-зависимая ацетил-КоА-син-
тетаза  2 (ACSS2) или цитрат-зависимая ATP- 
цитратлиаза  [16, 17]. Поскольку потоки суб-
стратов по генерирующим ацил-КоА путям 
зависят от тканеспецифичного метаболизма 
и экспрессии белков, вклад отдельных мета-
болических путей в ацилирование белков мо-
жет меняться. В  частности, ацетил-КоА, об-
разующийся при окислении жирных кислот 
в условиях голодания, вызывает чрезмерное 

ацетилирование белков печени у мышей  [18]. 
Ацетилирование белков увеличивается и в том 
случае, если стимулировать окисление жирных 
кислот в культивируемых фибробластах чело-
века  [18]. Однако в этих экспериментальных 
системах окисление жирных кислот и гипер-
ацетилирование белков вызваны направленны-
ми изменениями метаболизма. Физиологиче-
ский уровень ацетилирования белка, как и его 
изменения в ответ на другие нарушения, впол-
не может быть обеспечен другими источника-
ми ацетил-КоА, такими как полиферментный 
комплекс пируватдегидрогеназы (ПДГ).

Ацилирование белков мозга представляет 
особый интерес в связи с изучением молеку-
лярных механизмов памяти. Ацетилирование 
гистонов имеет важное значение для форми-
рования памяти, поскольку и обучение, и за-
поминание требуют ремоделирования хрома-
тина, которое зависит от ацетилирования гисто-
 нов [19]. Недавно выявленное снижение уров-
ня сукцинилирования митохондриальных бел-
ков в мозге пациентов с болезнью Альцгей-
мера  (БА)  [20] подтверждает патологическое 
значение давно известного снижения актив-
ности продуцента сукцинил-КоА – комплекса 
2-оксоглутаратдегидрогеназы  (ОГДГ) в мозге 
таких пациентов [21].

Цель нашей работы  – охарактеризовать 
влияние продуцируемого  ПДГ ацетил-КоА на 
ацилирование белков коры головного мозга 
крысы в модели кратковременной пертурба-
ции метаболизма. Такое нарушение метаболиз-
ма может возникнуть под влиянием факторов 
внешней среды или иных подобных воздей-
ствиях, активирующих физиологические ме-
ханизмы поддержания гомеостаза. В  данной 
работе в качестве такого воздействия исполь-
зовано кратковременное обратимое ингибиро-
вание ПДГ  [22–25]. Такая фармакологическая 
регуляция фермента имеет преимущества пе-
ред манипуляциями с экспрессией генов или 
синтезом белка, поскольку последние могут 
затрагивать не только конкретную биохимиче-
скую реакцию, но и важные для организации 
биосистем белок-белковые взаимодействия.

Ввиду строгой селективности ингибирую-
щего действия использованных нами фосфо-
нового и фосфинового аналогов пирувата  на 
ПДГ in  vivo  [22, 23] и значительно более вы-
сокой (порядка 100-кратной) ингибирующей 
способности фосфинатного аналога, по срав-
нению с фосфонатным  [23–25], в нашей ра-
боте используются два синтетических аналога 
пирувата, представленные на  рис.  1. Эти ана-
логи, ацетил(метил)фосфинат (АцМеФ) и ме-
тиловый эфир ацетилфосфоната (АцФМе), 
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Рис. 1. Структуры пирувата (2-оксосубстрата ПДГ) и его фосфинатного (АцМеФ) и фосфонатного (АцФМе) аналогов. 
Константы ингибирования (Ki) приведены по опубликованным результатам [23–25]

обладают сходными электростатическими и 
стерическими свойствами; таким образом, они 
не должны существенно отличаться по своей 
биодоступности. Следовательно, введение од-
ной и той же дозы этих разных по силе инги-
биторов должно моделировать различный уро-
вень ингибирования  ПДГ в головном мозге. 
Ввиду недавно охарактеризованной взаимо-
зависимости различных типов ацилирования 
белка из-за перекрывающихся сайтов ацили-
рования и конкуренции между комплексами 
ПДГ и  ОГДГ за их общий субстрат  КоА  [15], 
ингибирование ПДГ может оказывать не толь-
ко прямое влияние на ацетилирование белков, 
но и косвенно влиять на другие типы ацили-
рования. В  частности, ингибирование ПДГ 
может влиять на сукцинилирование белков, 
поскольку существует тесная метаболическая 
связь между комплексами ПДГ и  ОГДГ через 
цикл трикарбоновых кислот  (ЦТК): комплекс 
ПДГ поставляет ацетил-КоА в качестве суб-
страта  ЦТК, а комплекс ОГДГ, продуцирую-
щий сукцинил-КоА, лимитирует поток суб-
стратов через ЦТК  [25, 26]. Таким образом, в 
данной работе мы характеризуем ответ мозга 
на ингибирование ПДГ на уровне как ацети-
лирования, так и сукцинилирования белков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты. Натриевые соли АцМеФ и АцФМе 
синтезированы, как опубликовано ранее [24, 
27], и их чистота была подтверждена мето-
дом  ЯМР. В  работе использованы буферы, 
соли и другие реагенты производства «Merck» 
(Германия) или наивысшей из доступных сте-
пени чистоты. Для приготовления растворов 
использовали деионизированную (MQ) воду. 
Используемые антитела указаны ниже в разде-
ле, посвященном Вестерн-блоттингу.

Лабораторные животные. Самцы крыс 
линии Вистар (n  =  22) приобретены в Го-
сударственном исследовательском центре 

Российской Федерации Института медико- 
биологических проблем РАН (ИМБП). В экс-
перименте использованы крысы в возрасте 
11–12  недель (массой 320  ±  30  г). Животных 
содержали при температуре 21  ±  2  °C и отно-
сительной влажности 53  ±  5% с 12/12-часо-
вым циклом свет/темнота (свет включается 
в 9:00 = ZT 0 и выключается в 21:00 = ZT 12). 
Животные имели свободный доступ к стан-
дартному гранулированному корму для гры-
зунов и водопроводной воде. Для содержания 
животных использованы стандартные клетки 
T/4K (555/4K, 580 × 375 × 200 мм), по 4–5 жи-
вотных в каждой клетке.

Введение ингибиторов пируватдегидроге-
назы. Интраназальное введение водного рас-
твора натриевых солей АцФМе или АцМеФ 
(в  дозе 0,1  ммоль/кг) проводили один раз 
утром в 10:00 ± 1 ч. Интраназальное введение 
является неинвазивным методом, обеспечи-
вающим прямой (в обход гематоэнцефаличе-
ского барьера) доступ к центральной нервной 
системе [28, 29]. Разделение животных на груп-
пы, получавшие физиологический раствор 
(0,9% NaCl; n = 6), АцФМе (n = 8) или АцМеФ 
(n = 8), является случайным. Через 24 ч после 
введения ингибиторов проведены физиоло-
гические тесты (процедуры описаны ниже) 
с последующей декапитацией на гильотине 
(«OpenScience», Россия). Декапитация счита-
ется одним из наименее стрессовых методов 
эвтаназии молодых крыс  [30–32]. Процедуру 
проводят в соответствии с рекомендуемыми 
протоколами  [30–32]. После каждого исполь-
зования гильотина тщательно промывается во-
дой и этанолом, чтобы запах крови не вызывал 
стресса у экспериментальных крыс. Извлечен-
ный мозг немедленно помещали в лед. Отде-
ляемую в течение 60–90  с после декапитации 
кору головного мозга замораживали в жидком 
азоте и хранили при температуре –70  °C до 
проведения биохимических анализов.

Поведенческие тесты и ЭКГ. Оценку по-
веденческой активности проводили в тесте 
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«Открытое поле», как описано ранее [33]. Для 
тестирования использовали круглую полипро-
пиленовую арену («OpenScience», Россия). По-
веденческие параметры (время и количество 
актов груминга, время замираний, количество 
стоек и количество пересечений любого типа 
линий) определяли в качестве показателей 
тревожности, исследовательской и локомотор-
ной активности [34, 35].

ЭКГ с использованием неинвазивных элек-
тродов регистрировали у бодрствующих живот-
ных в течение 3  мин, как описано ранее  [33]. 
С  помощью ЭКГ оценивают следующие пара-
метры: средний интервал между сердечными 
сокращениями (интервал  R-R,  мс); стандарт-
ное отклонение средних значений интерва-
ла  R-R (SD,  мс); диапазон значений интерва-
ла  R-R, т.е.  разница между максимальными 
и минимальными значениями (dX,  мс); сред-
неквадратичное значение последовательных 
отклонений в интервалах  R-R (RMSSD,  мс) и 
стресс-индекс (условные единицы).

Приготовление гомогенатов коры головного 
мозга крысы. Гомогенизацию ткани и обработ-
ку гомогенатов ультразвуком и детергентами 
проводили в соответствии с ранее опублико-
ванным протоколом [36].

Измерения активности ферментов. Актив-
ность малатдегидрогеназы  (МДГ) измеряют, 
как описано ранее [37].

Анализ уровней и посттрансляционных мо-
дификаций белков в коре головного мозга с по-
мощью Вестерн-блоттинга. Уровни белковой 
экспрессии SIRT3, SIRT5, α-ПДГ, фосфорили-
рованной по Ser293 α-ПДГ и ацетилированных 
белков в коре головного мозга крыс определены 
методом Вестерн-блоттинга с использованием 
первичных антител («Cell Signaling Technology», 
США). Уровень сукцинилирования белков 
определен с использованием антител («PTM 
Biolabs», США). Все первичные антитела ис-
пользованы в разведениях 1 : 2000 с приме-
нением вторичных антител к кроличьим ан-
тигенам, конъюгированных с HRP («Имтек», 
Россия). Относительная количественная оцен-
ка хемилюминесценции проведена в про-
грамме ChemiDoc Imager («Bio-Rad», США) с 
использованием программного обеспечения 
Image Lab версии 6.0.1 («Bio-Rad»). Уровни им-
мунореактивности нормализованы на общий 
белок в соответствующих полосах геля с ис-
пользованием количественного определения 
флуоресценции нанесенного на дорожку геля 
белка после взаимодействия с 2,2,2-трихлор-
этанолом [38]. Общую интенсивность окраши-
вания определяли как интегральную интен-
сивность всего трека от конца геля до области 

молекулярной массы белков 100  кДа. Полные 
изображения мембран, окрашенных антите-
лами, и соответствующих гелей, окрашенных 
2,2,2-трихлорэтанолом, используемых для 
нормировки на белок дорожки, приведены 
на Fig. S1 в Приложении.

Статистический анализ данных. Данные 
проанализированы с использованием про-
граммного обеспечения GraphPad Prism  7.0 
(«GraphPad Software  Inc.», США). Все данные 
на графиках показаны в виде столбцов со сред-
ними значениями и стандартными ошибками 
среднего (SEM) с дополнительным приведени-
ем индивидуальных значений параметров для 
каждого животного. Корреляции между пара-
метрами проанализированы с использованием 
метода Спирмена. Статистическая значимость 
различий при сравнении трех эксперименталь-
ных групп оценена с помощью одностороннего 
дисперсионного анализа (ANOVA) с исполь-
зованием post-hoc-критерия Тьюки. Стати-
стически значимые (р  ≤  0,05) различия пока-
заны на графиках. Статистическая значимость 
(р ≤ 0,05) фактора обработки, согласно ANOVA 
и F-значения со степенями свободы, показана 
под графиками как F (DFn, DFd). Во всех этих 
случаях значения  F превышают соответствую-
щие критические значения, подтверждая зна-
чимость представленных результатов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

АцМеФ уменьшает уровень ацетилирования 
основной белковой полосы 15 кДа, оказывая раз-
ные эффекты на ацетилирование белков головного 
мозга 30–50 кДа. Вестерн-блоттинг с антитела-
ми к ацетилированным белкам выявил основ-
ную полосу ацетилированных белков головного 
мозга в области 15 кДа (рис. 2, д). Значительная 
интенсивность этой полосы и сходство ее кажу-
щейся молекулярной массы с таковой у коро-
вых гистонов [3] позволяют предположить, что 
полоса содержит гистоновые белки мозга.

Чем сильнее ингибитор  ПДГ, тем бо-
лее выражены его эффекты на ацетилиро-
вание белков головного мозга. Действитель-
но, введение АцМеФ (Ki  ~  10–6  M) изменяет 
уровни ацетилирования во всех четырех ко-
личественно охарактеризованных полосах 
ацетилированных белков, в то время как об-
работка АцФМе (Ki  ~  10–5–10–4  M) изменяет 
уровень ацетилирования только белковой по-
лосы 31 кДа (рис. 2, б–в; верхняя часть). При-
мечательно, что АцМеФ оказывает противо-
положные эффекты на ацилирование белков 
с разными молекулярными массами. Так, аце-
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Рис. 2. Ацилирование белков в гомогенатах коры головного мозга через 24  ч после введения ингибиторов  ПДГ. 
а–в – Ацетилирование и сукцинилирование показаны в верхней и нижней частях рисунков. Интенсивность каждой 
полосы нормализовалась на общее содержание белка в дорожке и оценивалась относительно среднего значения нор-
мализованной интенсивности полос в контрольной группе крыс, как описано в разделе «Материалы и методы». Зна-
чимость различий между группами на панелях  (а–г) обозначена линиями с указанием p-значений над ними. Когда 
фактор обработки является значимым согласно анализу ANOVA, характеристические p- и F-значения приведены под 
графиками. а – Общее ацетилирование и сукцинилирование белков. б – Изменения ацилирования низкомолекуляр-
ных белков (15–20 кДа). в – Изменения ацилирования белков 30–50 кДа. г –Влияние ингибиторов ПДГ на общую 
активность малатдегидрогеназы  (МДГ) в гомогенатах коры головного мозга. д  –  Репрезентативные Вестерн-блоты 
ацетилированных (слева) и сукцинилированных (справа) белков головного мозга, использованные для количествен-
ных оценок, представленных на панелях (а–в). Маркеры молекулярной массы приведены слева. Стрелками указаны 
полосы, использованные для количественного анализа. Здесь и далее одна панель образцов объединяет соответствую-
щие части, вырезанные из одного блота, тогда как полные изображения мембран и соответствующих гелей, используе-
мых для нормализации белка, показаны на Fig. S1 в Приложении

тилирование белков с массами 15, 29, 31  кДа 
уменьшается после обработки  АцМеФ, в то 
время как ацетилирование белков 50 кДа уве-
личивается (рис.  2,  б–в; верхняя  часть). В  ре-
зультате противоположных эффектов АцМеФ 
на ацетилирование разных белков и низкого 
вклада полосы 31 кДа, изменяющейся под дей-
ствием АцФМе, в общую интенсивность сум-
марный уровень ацетилирования белков го-
ловного мозга не меняется после введения ни 
АцМеФ, ни АцФМе (рис. 2, а; верхняя часть).

Индуцированное АцМеФ увеличение аце-
тилирования белковой полосы 50 кДа согласу-
ется с результатами функциональных тестов. 
Активность  МДГ  (36  кДа), для которой из-

вестно повышение при ацетилировании фер-
мента [39], демонстрирует тенденцию (р = 0,1) 
к увеличению  (рис.  2,  г) одновременно с ин-
дуцированным АцМеФ увеличением ацети-
лирования метаболических белков (50  кДа; 
рис. 2, в; верхняя часть).

Сукцинилирование и ацетилирование бел-
ков мозга меняются при ингибировании  ПДГ 
по-разному. Снижение под действием АцМеФ 
уровня ацетилирования белков массой 15  кДа 
сопровождается увеличением уровня сукци-
нилирования белков массой 15–20  кДа. При 
этом менее эффективный ингибитор АцФМе 
не влияет на уровень сукцинилирования бел-
ков головного мозга с низкой молекулярной 
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Рис. 3. Изменения уровней митохондриальной деацетилазы SIRT3 (а) и деацилазы отрицательно заряженных ациль-
ных групп SIRT5 (б) в гомогенатах коры головного мозга после введения ингибиторов ПДГ. Интенсивность каждого 
образца нормализована на содержание общего белка в дорожке и приведена в % к среднему значению такой интен-
сивности в контрольной группе крыс (см. раздел «Материалы и методы»). Репрезентативные Вестерн-блоты, исполь-
зованные для количественной оценки, показаны под графиками. Различия между группами и соответствующие им 
p-значения показаны на графиках линиями. При значимости фактора обработки согласно анализу ANOVA, под гра-
фиками приведены характеристические p- и F-значения

массой (рис. 2, а–в; нижняя часть). Иная ситуа-
ция наблюдается для сукцинилирования бел-
ков головного мозга массой 30–50 кДа. Сукци-
нилирование этих белковых полос значительно 
увеличивается при воздействии менее эффек-
тивного ингибитора ПДГ – АцФМе, но не из-
меняется под действием сильного ингибитора 
АцМеФ (рис. 2, а–в; нижняя часть). Посколь-
ку белки с массой 30–50  кДа представляют 
собой наибольшую часть сукцинилированных 
белков, общий уровень сукцинилирования так-
же увеличивается под действием АцФМе, в от-
личие от АцМеФ.

Таким образом, сильный ингибитор ПДГ 
АцМеФ действует по-разному не только на 
ацилирование белков с разной молекулярной 
массой, но и на различные типы ацилирова-
ния. Вызванное АцМеФ снижение ацетилиро-
вания белков с кажущейся молекулярной мас-
сой, близкой к молекулярной массе коровых 
гистонов (15–20  кДа), сопровождается повы-
шенным уровнем сукцинилирования этих бел-
ков, тогда как на сукцинилирование метаболи-
ческих белков (30–50 кДа) АцМеФ не влияет.

Экспрессия митохондриальной деацетилазы 
SIRT3 и десукцинилазы SIRT5 после ингибиро-
вания ПДГ. Принимая во внимание изменения 
в уровне ацетилирования и сукцинилирова-
ния белков мозга под действием ингибиторов 

ПДГ  (рис.  2), мы оценили уровни экспрессии 
соответствующих митохондриальных деаци-
лаз мозга: деацетилазы сиртуина  3  (SIRT3) и 
десукцинилазы сиртуина  5  (SIRT5) (рис.  3). 
Ингибиторы ПДГ не индуцируют существен-
ных изменений в уровнях SIRT3 или  SIRT5 
по сравнению с контрольными животными, 
однако уровень  SIRT5 значительно повыша-
ется после воздействия АцМеФ по сравне-
нию с АцФМе (рис. 3). Получавшие АцМеФ и 
АцФМе животные также существенно различа-
лись по уровням сукцинилирования белковых 
полос в интервале масс 37–50  кДа (рис.  2,  в; 
нижняя  часть). Таким образом, умеренное 
ингибирование ПДГ при действии АцФМе не 
влияет на уровни SIRT3 и  SIRT5  (рис.  3), но 
увеличивает сукцинилирование белков мас-
сой 37–50  кДа по сравнению с контрольными 
и получившими АцМеФ животными (рис. 2, в). 
При более сильном ингибировании ПДГ у жи-
вотных, получавших АцМеФ, по сравнению с 
получавшими АцФМе животными повышается 
экспрессия десукцинилазы SIRT5  (рис.  3,  б), 
что согласуется с отсутствием роста сукци-
нилирования белков массой 37–50  кДа у этой 
группы по сравнению с контролем, в отличие 
от обработанной АцФМе группы (рис. 2, в).

Комплементарные изменения экспрес-
сии  SIRT5 и сукцинилирования белков при 
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ингибировании  ПДГ показывают критиче-
скую роль SIRT5 в поддержании уровня сук-
цинилирования белков. Контроль сукцинили-
рования за счет экспрессии SIRT5 согласуется 
с существованием отрицательной корреля-
ции между уровнем сукцинилирования бел-
ков мозга и уровнем десукцинилазы  SIRT5 
в  мозге  (табл.  1). Напротив, отрицательной 
корреляции между уровнем ацетилирования 
белков и уровнем митохондриальной деацети-
лазы SIRT3 не выявлено. Вместо этого и общее 
ацетилирование, и ацетилирование белков 
массой 15  кДа положительно коррелируют с 
уровнем SIRT3 (табл. 1). Таким образом, взаи-
мосвязи между белковым ацетилированием и 
экспрессией деацетилаз могут быть сложнее, 
чем взаимосвязи между белковым сукцинили-
рованием и экспрессией десукцинилаз. По-ви-
димому, это связано с существенно большим 
количеством метаболических путей, генерирую-

щих и утилизующих ацетильные остатки по 
сравнению с теми, что участвуют в генерации 
и утилизации сукцинильных остатков.

С другой стороны, уровень сукцинили-
рования белков массой 30  кДа положительно 
коррелирует с уровнем деацетилазы  SIRT3 в 
мозге (табл. 1). Это наблюдение свидетельству-
ет о конкурентных отношениях между ацети-
лированием и сукцинилированием данных 
белков. По-видимому, деацетилирование ли-
зинов под действием SIRT3 может увеличивать 
их доступность для сукцинилирования.

Экспрессия альфа-субъединицы ПДГ и степень 
ее фосфорилирования по Ser293 после ингибиро-
вания ПДГ. Экспрессия ПДГ и регуляция фер-
мента фосфорилированием могут участвовать в 
компенсаторном ответе на ингибирование ПДГ, 
поскольку физиологические уровни активности 
ПДГ контролируются системой (де)фосфорили-
рования фермента. Фосфорилирование ПДГ 
по Ser293 киназой ПДГ инактивирует фермент, 
в то время как дефосфорилирование фосфата-
зой  ПДГ увеличивает активность. Как видно 
из рис. 4, экспрессия кодируемой PDHА альфа- 
субъединицы  ПДГ в мозге и фосфорилирова-
ние ее  Ser293 достоверно не изменяются по-
сле введения ингибиторов  ПДГ по сравнению 
с контролем. Дисперсионный анализ ANOVA 
показывает влияние ингибирования на фос-
форилирование Ser293  (рис.  4,  б), однако до-
стоверной разницы между тремя исследован-
ными группами не выявлено. Не отличаются 
эти группы животных и по отношению фосфо-
рилированной субъединицы к общей экспрес-
сии α-ПДГ (рис.  4,  в), что свидетельствует о 
пропорциональном изменении обоих параме-
тров без изменения уровня фосфорилирования 
белка. Таким образом, ингибирование  ПДГ, 
изменяющее ацетилирование и сукцинилиро-
вание белков мозга  (рис.  2  и  3), не вызывает 
компенсаторного повышения активности ПДГ 
посредством дефосфорилирования фермен-
та (рис. 4).

Корреляционный анализ уровня ацетили-
рования белков головного мозга и экспрессии 
субъединицы α-ПДГ (скорость-лимитирующе-
го компонента ПДГ-комплекса), определенных 
у животных всех исследованных групп, пока-
зал, что экспрессия α-ПДГ коррелирует поло-
жительно с ацетилированием белков массой 
50  кДа и отрицательно  – с  ацетилированием 
белков массой около 30 кДа (табл. 2). Такой ре-
зультат корреляционного анализа соответствует 
противоположным изменениям средних уров-
ней ацетилирования этих белков при действии 
ингибиторов ПДГ (рис.  2). Уровень фосфори-
лированной α-ПДГ (α-ПДГ-Ф) положительно 

Таблица 1. Корреляции Спирмена между ацилированием 
различных белков и экспрессией SIRT3 и SIRT5

Белки
SIRT3 SIRT5

Rs p Rs p

Aц-K Общее 0,45 0,04 0,15 0,51

Aц-K 15 кДа 0,55 0,01 0,03 0,90

Aц-K 29 кДа –0,02 0,92 –0,26 0,24

Aц-K 31 кДа –0,11 0,63 –0,35 0,11

Aц-K 50 кДа –0,02 0,92 0,21 0,34

Сук-K Общее 0,12 0,6 –0,33 0,13

Сук-K 50 кДа –0,03 0,89 –0,5 0,02

Сук-K 40 кДа 0,30 0,18 –0,37 0,09

Сук-K 37 кДа 0,20 0,36 –0,67 0,00

Сук-K 30 кДа 0,39 0,07 –0,21 0,34

Сук-K 21 кДа 0,11 0,62 0,05 0,84

Сук-K 15 кДа –0,18 0,43 0,17 0,44

Примечание. Корреляции определены с использова-
нием параметров исследованных животных всех групп 
(n  =  22). Ац-К  – Ацетилированные лизиновые остатки 
белков; Сук-К  – сукцинилированные лизиновые остат-
ки белков; Rs  – коэффициент корреляции; SIRT3  – ми-
тохондриальная деацетилаза; и SIRT5  – десукцинилаза; 
p  – значимость корреляции. Статистически значимые 
(p < 0,05) положительные или отрицательные корреляции 
окрашены в красный или синий цвета соответственно и 
выделены жирным шрифтом; тенденции (0,05 < p < 0,1) 
выделены жирным курсивом.
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Рис. 4. Регуляция экспрессии и фосфорилирования α-ПДГ в гомогенатах коры головного мозга при введении ин-
гибиторов ПДГ. а – Уровень альфа-субъединицы ПДГ (α-ПДГ); б – уровень α-ПДГ, фосфорилированной по Ser293 
(α-ПДГ-Ф); в – отношение между фосфорилированной и общей α-ПДГ. α-ПДГ и ее фосфорилирование определя-
ли по Вестерн-блотам, показанным под графиками. Интенсивность каждой полосы нормализована на общий белок 
дорожки и представлена в % от среднего значения нормализованной на белок интенсивности в контрольной группе 
крыс (см. раздел «Материалы и методы»). В случае статистической значимости фактора обработки согласно анализу 
ANOVA, характеристические p- и F-значения приведены под графиками

Таблица 2. Корреляции Спирмена между ацетилированием или сукцинилированием белков и экспрессией α-ПДГ, 
ее фосфорилированием по Ser293 и отношением фосфорилированной формы к общей экспрессии α-ПДГ

Белки
α-ПДГ α-ПДГ-Ф α-ПДГ-Ф/α-ПДГ

Rs p Rs p Rs p

Aц-K Общее 0,11 0,64 0,03 0,90 0,04 0,87

Aц-K 15 кДа 0,03 0,88 0,02 0,92 0,01 0,96

Aц-K 29 кДа –0,60 0,00 –0,01 0,95 0,30 0,18

Aц-K 31 кДа –0,52 0,01 –0,17 0,46 0,15 0,52

Aц-K 50 кДа 0,58 0,00 0,01 0,97 –0,21 0,35

Сук-K Общее –0,02 0,91 0,47 0,03 0,25 0,26

Сук-K 50 кДа –0,02 0,94 0,50 0,02 0,26 0,23

Сук-K 40 кДа 0,06 0,77 0,44 0,04 0,24 0,29

Сук-K 37 кДа 0,03 0,89 0,54 0,01 0,34 0,12

Сук-K 30 кДа –0,14 0,53 0,27 0,22 0,13 0,56

Сук-K 21 кДа 0,14 0,54 0,14 0,53 –0,10 0,67

Сук-K 15 кДа 0,01 0,96 0,15 0,52 –0,10 0,64

Примечание. Уровни белковой экспрессии и ацилирования определяли с помощью Вестерн-блоттинга, как описано 
в разделе «Материалы и методы». Ац-К – Ацетилирование; Сук-К – сукцинилированные лизиновые остатки белков; 
α-ПДГ-Ф – фосфорилирование субъединицы по Ser293; Rs – коэффициент корреляции Спирмена; p – статистическая 
значимость корреляций. Статистически значимые (p < 0,05) положительные или отрицательные корреляции выделе-
ны жирным шрифтом и окрашены в красный или синий цвета соответственно.
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Рис. 5. Параметры поведения и ЭКГ через 24 ч после введения ингибиторов ПДГ. Время замирания, время грумин-
га, количество актов груминга, стоек и локомоции определены в тесте «Открытое поле», как описано в «Материалах 
и методах». Длина интервала R-R (мс), стандартное отклонение средних значений интервала R-R (SD, мс), показатель 
вариабельности сердечного ритма dX, парасимпатический (релаксационный) RMSSD индекс и стресс-индекс симпа-
тической регуляции определены по ЭКГ, как описано в разделе «Материалы и методы»

коррелирует с уровнем сукцинилирования ме-
таболических белков (табл. 2; Сук-К 37–50 кДа). 
Таким образом, когда активность ПДГ-ком-
плекса снижена в результате ее фосфорили-
рования или действия ингибитора АцФМе 
(рис. 2, б–в; нижняя часть), сукцинилирование 
метаболических белков увеличивается.

Физиологические параметры эксперимен-
тальных животных не изменяются под действием 
ингибиторов  ПДГ. Для определения потенци-
альных эффектов ингибиторов ПДГ на физио-
логическое состояние оценивали поведение 
животных в тесте «Открытое поле» (рис.  5, 
верхняя часть) и параметры неинвазивной 
ЭКГ (рис.  5, нижняя часть). Отсутствие су-
щественных изменений данных параметров у 
животных после введения АцМеФ или АцФМе 
по сравнению с контрольной группой пока-
зывает, что биохимические изменения в мозге 
отражают адаптационный ответ, поддерживаю-
щий постоянство физиологических параметров 

экспериментальных животных на контрольном 
уровне. Однако следует отметить, что при от-
сутствии существенных изменений в средних 
по выборке значениях физиологических па-
раметров внутригрупповые различия между 
отдельными животными могут значительно 
изменяться под действием ингибиторов  ПДГ. 
Например, у крыс, получавших сильный ингиби-
тор ПДГ АцМеФ, наблюдается сни жение вариа-
бельности такого параметра как продолжитель-
ность замирания, а вариабельность параметров 
ЭКГ возрастает по сравнению с контрольными 
крысами, тогда как слабый ингибитор АцФМе 
не оказывает такого действия (рис. 5).

Важность изученных компонентов систе-
мы ацилирования мозга для физиологии оче-
видна из ряда значимых корреляций с параме-
трами поведения (табл. 3) и ЭКГ (табл. 4). Так, 
экспрессия SIRT5 демонстрирует положи-
тельную корреляцию со временем замирания; 
количество стоек положительно коррелирует 
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Таблица 3. Корреляции Спирмена между компонентами системы ацилирования мозга и параметрами поведения

Компоненты

Длительность 
замирания

Длительность 
груминга Акты груминга Стойки Локомоция

Rs p Rs p Rs p Rs p Rs p

SIRT3 –0,05 0,83 –0,29 0,18 –0,20 0,37 0,01 0,98 –0,22 0,33

SIRT5 0,41 0,06 0,22 0,33 0,11 0,61 –0,17 0,44 0,20 0,37

Aц-K Общее 0,12 0,58 –0,06 0,79 –0,49 0,02 –0,03 0,90 –0,26 0,24

Aц-K 15 кДа –0,02 0,94 –0,22 0,33 –0,38 0,08 0,01 0,97 –0,37 0,09

Aц-K 29 кДа 0,07 0,75 0,14 0,54 0,05 0,81 0,19 0,39 0,24 0,29

Aц-K 31 кДа –0,03 0,88 –0,01 0,97 –0,07 0,76 0,10 0,67 0,09 0,69

Aц-K 50 кДа 0,12 0,58 0,29 0,19 –0,26 0,24 –0,16 0,47 –0,16 0,47

Сук-K Общее –0,13 0,56 –0,30 0,18 0,07 0,76 0,43 0,05 –0,01 0,97

Сук-K 50 кДа –0,17 0,46 –0,17 0,44 0,15 0,50 0,31 0,17 –0,04 0,87

Сук-K 40 кДа –0,10 0,67 –0,33 0,13 –0,13 0,55 0,38 0,08 0,01 0,96

Сук-K 37 кДа –0,25 0,27 –0,35 0,11 –0,03 0,89 0,30 0,18 –0,18 0,42

Сук-K 30 кДа –0,04 0,85 –0,12 0,59 0,07 0,77 0,37 0,09 –0,01 0,96

Сук-K 21 кДа –0,27 0,23 –0,29 0,20 0,11 0,62 0,41 0,06 0,06 0,79

Сук-K 15 кДа –0,14 0,52 –0,04 0,87 0,37 0,09 0,15 0,50 0,09 0,68

α-ПДГ –0,14 0,55 0,09 0,69 –0,40 0,07 –0,01 0,95 –0,41 0,06

α-ПДГ-Ф –0,12 0,61 –0,14 0,52 0,07 0,75 0,00 0,98 –0,16 0,47

α-ПДГ-Ф/ α-ПДГ 0,05 0,84 –0,21 0,35 0,11 0,61 0,04 0,87 0,11 0,62

МДГ –0,02 0,94 0,19 0,40 0,44 0,04 0,08 0,74 0,39 0,07

Примечание. Rs – Коэффициенты корреляций Спирмена; p – статистическая значимость корреляций. Статистически 
значимые (p < 0,05) положительные или отрицательные корреляции окрашены в красный или синий цвета соответ-
ственно и выделены жирным шрифтом; тенденции (0,05 < p < 0,1) выделены жирным курсивом. Принятые сокраще-
ния даны в Примечании к табл. 2.

с  сукцинилированием белков мозга, в то вре-
мя как количество актов груминга и в меньшей 
степени локомоторная активность связаны с 
ацетилированием белков мозга и экспрессией 
α-ПДГ (табл. 3).

Среди компонентов системы ацилирова-
ния мозга, коррелирующих с параметрами ЭКГ, 
ацетилирование белков с молекулярной массой 
29  кДа демонстрирует сильную положитель-
ную корреляцию с частотой сердечных сокра-
щений и вариабельностью сердечного ритма, 
коррелируя отрицательно со стресс-индексом, 
характеризующим симпатическую активность. 
Индекс парасимпатической (релаксационной) 

активности (RMSSD) имеет тенденцию к от-
рицательной корреляции с уровнем деацети-
лазы  SIRT3 (табл.  4). Таким образом, получе-
ны взаимодополняющие результаты о том, что 
релаксация падает с ростом деацетилирования 
митохондриальных белков, а стресс падает с 
ростом ацетилирования белков 29 кДа.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При помощи фармакологического ингиби-
рования ПДГ фосфинатным и фосфонатным 
аналогами пирувата мы определили связь между 
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Таблица 4. Корреляции Спирмена между компонентами системы ацилирования головного мозга и параметрами ЭКГ

Компоненты
Интервалы R-R SD dX RMSSD Стресс-индекс

Rs p Rs p Rs p Rs p Rs p

SIRT3 –0,06 0,79 –0,27 0,23 –0,04 0,87 –0,36 0,10 0,20 0,38

SIRT5 –0,07 0,76 –0,03 0,91 –0,12 0,60 –0,06 0,79 0,12 0,60

Aц-K Общее 0,10 0,65 0,00 0,99 0,14 0,54 –0,09 0,68 –0,08 0,73

Aц-K 15 кДа 0,06 0,77 –0,12 0,58 0,07 0,77 –0,20 0,38 0,02 0,92

Aц-K 29 кДа 0,58 0,00 0,49 0,02 0,46 0,03 0,25 0,27 –0,50 0,02

Aц-K 31 кДа 0,29 0,18 0,29 0,20 0,17 0,44 0,11 0,63 –0,30 0,18

Aц-K 50 кДа –0,29 0,19 –0,11 0,63 –0,19 0,40 0,02 0,94 0,19 0,40

Сук-K Общее 0,05 0,84 –0,06 0,79 0,25 0,27 0,02 0,91 –0,01 0,97

Сук-K 50 кДа 0,05 0,84 –0,04 0,87 0,16 0,48 0,05 0,84 0,00 0,99

Сук-K 40 кДа 0,10 0,67 –0,12 0,60 0,18 0,41 –0,11 0,64 0,03 0,89

Сук-K 37 кДа –0,05 0,84 –0,29 0,19 –0,02 0,94 –0,18 0,43 0,19 0,39

Сук-K 30 кДа 0,21 0,35 –0,02 0,92 0,34 0,12 0,05 0,84 –0,07 0,77

Сук-K 21 кДа –0,17 0,44 –0,27 0,23 –0,02 0,92 –0,15 0,49 0,23 0,30

Сук-K 15 кДа –0,13 0,55 –0,01 0,95 0,14 0,55 0,12 0,60 0,03 0,89

α-ПДГ –0,34 0,12 –0,24 0,27 –0,21 0,34 –0,22 0,33 0,25 0,26

α-ПДГ-Ф –0,08 0,73 –0,03 0,90 0,12 0,60 0,24 0,29 –0,03 0,90

α-ПДГ-Ф/α-ПДГ 0,01 0,97 0,03 0,89 0,08 0,73 0,20 0,38 –0,10 0,66

МДГ –0,03 0,90 0,12 0,58 0,10 0,67 –0,11 0,63 –0,07 0,75

Примечание. Расшифровка параметров ЭКГ приводится в подписи к  рис.  5 и в разделе «Материалы и методы». 
Rs  – Коэффициенты корреляций Спирмена; p  – статистическая значимость корреляций. Статистически значимые 
(p  <  0,05) положительные или отрицательные корреляции окрашены в красный или синий цвета соответственно и 
выделены жирным шрифтом; тенденции (0,05  < p  <  0,1) выделены жирным курсивом. Принятые сокращения даны 
в Примечании к табл. 2.

катализируемой ПДГ реакцией и ацилировани-
ем белков мозга. Согласно охарактеризованной 
ранее [23–25] эффективности действия данных 
ингибиторов  ПДГ, введение животным одной 
и той же дозы АцМеФ и АцФМе должно при-
водить к различным уровням ингибирования 
фермента in  vivo. Определенная нами иерар-
хичность ответа системы ацилирования мозга 
на введение этих ингибиторов ПДГ хорошо со-
гласуется с разными уровнями ингибирования 
фермента  (рис.  6). При умеренном уровне ин-
гибирования  ПДГ (рис.  6,  а) ацетилирование 
значимо уменьшается только для белков мас-
сой 31 кДа, но значительно растет сукцинили-

рование белков головного мозга. При сильном 
ингибировании  ПДГ  (рис.  6,  б) значительно 
уменьшается ацетилирование основной полосы 
белкового ацетилирования, молекулярная мас-
са которой (15 кДа) соответствует массе гисто-
нов, а сукцинилирование этих белков увеличи-
вается. Для белков с другими молекулярными 
массами при сильном ингибировании ПДГ на-
блюдается как уменьшение (29 и 31 кДа), так и 
увеличение (50 кДа) ацетилирования. При этом 
уровень сукцинилирования этих негистоновых 
белков не меняется, а экспрессия десукцини-
лазы  SIRT5 растет  (рис.  3). Наблюдаемые из-
менения системы ацилирования мозга в ответ 



АЛЕШИН и др.158

БИОХИМИЯ том 88 вып. 1 2023

на ингибирование  ПДГ согласуются с ядерной 
локализацией гистонов  (15  кДа), вовлекаемых 
в транскрипционную регуляцию при сильном 
ингибировании  ПДГ и митохондриальной/ци-
топлазматической локализацией других белков 
(30–50  кДа), реагирующих на умеренный уро-
вень ингибирования  ПДГ  (рис.  6). Примеча-
тельно, что в независимом исследовании с ис-
пользованием специфических антител к белкам 
разной внутриклеточной локализации и инги-
бирования ПДГ за счет нарушенного липоили-
рования ПДГ-комплекса были также показаны 
различия в изменении ацетилирования белков 
в зависимости от их локализации [40].

Повышенное сукцинилирование белков го-
ловного мозга с кажущейся молекулярной мас-
сой, соответствующей гистонам (15–20  кДа) 
(рис.  2,  б), совпадает с повышенной экспрес-
сией десукцинилазы  SIRT5 (рис.  3,  б). Такие 
cопряженные изменения могут быть следстви-
ем ожидаемой активации транскрипции при 
сукцинилировании гистонов, меняющим заряд 
лизиновых остатков гистонов с положительно-
го на отрицательный. Тот факт, что повышен-
ная экспрессия десукцинилазы метаболических 
белков  (SIRT5) уменьшает сукцинилирование 
негистоновых белков (30–50 кДа, рис. 2), но не 
белков массой 15 кДа, свидетельствует в пользу 

локализации этих белков вне и внутри ядра со-
ответственно, поскольку SIRT5 предназначен 
для десукцинилировании негистоновых белков, 
тогда как деацилазы гистонов являются фер-
ментами другого типа.

Результаты данного исследования указы-
вают на отсутствие однонаправленного от-
вета ацетилирования всех белков мозга на 
изменения функций ПДГ (продуцента аце-
тильных остатков) и SIRT3 (деацетилазы). 
В  частности, повышенное ацетилирование 
белков головного мозга с кажущейся молеку-
лярной массой, соответствующей массе гис-
тонов (15  кДа), положительно коррелирует 
с уровнями митохондриального  SIRT3, что 
может свидетельствовать о вкладе ацетили-
рования митохондриальных белков в ретро-
градную передачу сигнала от митохондрий 
к ядру (рис. 6). Напротив, экспрессия α-ПДГ 
положительно коррелирует с уровнем аце-
тилирования негистоновых белков, молеку-
лярная масса которых (50 кДа) соответствует 
массе тубулина. С  другой стороны, ацетили-
рование белков с массой около 30 кДа с уров-
нем α-ПДГ коррелирует отрицательно. Таким 
образом, наши данные свидетельствуют о том, 
что функция  ПДГ по-разному контролирует 
ацетилирование конкретных бел ков мозга.

Рис. 6. Схема предполагаемых механизмов адаптационной перестройки метаболизма мозга через ацилирование белков, 
изменяющееся под действием ингибиторов ПДГ АцФМе (а) и АцМеФ (б). Указаны известные локализации полифер-
ментных комплексов пируватдегидрогеназы (ПДГ) и 2-оксоглутаратдегидрогеназы (ОГДГ) в митохондриях и ядре
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Одной из особенностей этой сложной си-
стемы является сильная взаимозависимость 
различных типов ацилирования белка. Резуль-
таты протеомных исследований, хранящиеся в 
базах данных (например, PhosphoSite [41]), по-
казывают, что во многих случаях одни и те же 
остатки лизина могут подвергаться различным 
типам ацилирования. Вероятная конкуренция 
различных типов ацилирования за реакцион-
носпособные белковые остатки лизина может 
приводить к тому, что сукцинилирование неко-
торых остатков увеличивается, когда их ацети-
лирование – уменьшается. Такая конкуренция 
может объяснять наблюдаемую нами положи-
тельную корреляцию сукцинилирования белков 
массой 30 кДа с уровнем деацетилазы SIRT3 в 
мозге  (табл.  1) и аналогичные результаты не-
давнего масс-спектрометрического исследо-
вания белкового ацилирования на крысиной 
модели эпилепсии [15]. Конкуренция комплек-
сов ПДГ и ОГДГ за их субстрат КoA, который 
является предшественником ацилирующих 
белки производных КоА, может также вносить 
вклад в конкуренцию между разными типами 
ацилирований белков. Так, повышение доступ-
ности свободного КоА за счет уменьшения вы-
работки ацетил-КоА заингибированным ком-
плексом ПДГ может стимулировать выработку 
сукцинил-КоА комплексом ОГДГ.

С другой стороны, как в данной рабо-
те  (табл.  1), так и в недавнем исследовании 
модели эпилепсии у крыс  [15] уровни ацети-
лирования белков коррелируют с уровнями 
деацетилаз  SIRT3 и  SIRT2 положительно. Это 
указывает на отсутствие прямого контроля со-
стояния ацетилирования клеточных белков за 
счет экспрессии деацетилаз. Возможно, взаим-
ные отношения между деацетилазами и уровнем 
белкового ацетилирования неоднозначны из-за 
различных источников и мишеней ацетилиро-
вания белков. Напротив, сукцинилирование не-
гистоновых белков коррелирует с экспрессией 
десукцинилазы метаболических белков  (SIRT5) 
отрицательно, что соответствует непосредствен-
ному контролю уровня сукцинилирования с по-
мощью экспрессии десукцинилазы. Таким об-
разом, факторы конкуренции и специфическая 
регуляция источников и мишеней ацилирова-
ния могут обусловить наблюдаемые взаимные 
влияния процессов ацетилирования и сукцини-
лирования белков мозга, продемонстрирован-
ные при специфическом ингибировании ПДГ.

Фосфорилирование α-ПДГ не претерпе-
вает существенных изменений в ответ на крат-
ковременное действие ингибиторов ПДГ. Дей-
ствительно, известно, что фосфорилирование 
α-ПДГ реагирует на гормональный фон  [42–

45], который, по-видимому, не нарушен в на-
ших экспериментальных условиях. В результа-
те адаптационный ответ на кратковременное 
ингибирование  ПДГ поддерживается взаимо-
связанными реакциями ацилирования, а не фос-
форилированием α-ПДГ. Тем не менее уровень 
фосфорилированной (неактивной) α-ПДГ по-
ложительно коррелирует с сукцинилировани-
ем негистоновых белков  (табл.  2), что хорошо 
соответствует росту сукцинилирования при 
фармакологическом ингибировании  ПДГ. Кор-
реляция может отражать известное участие фос-
форилирования α-ПДГ в метаболическом пе-
реключении потоков субстратов между циклом 
трикарбоновых кислот, генерирующим сук-
цинил-КоА, и гликолизом  [46–48]. Механизм 
такого переключения может включать образо-
вание комплекса между фосфорилированной 
α-ПДГ и пируваткиназой  2M, выступающего 
в качестве регулятора транскрипции [44]. Схо-
жее транскрипционное действие известно для 
ОГДГ в комплексе с ацетил-КоА-ацилтранс-
феразой 2, связывание которой с ДНК контро-
лирует ацилирование гистонов  [12]. Исследо-
вания ацилирования белков мозга указывают, 
что формирование памяти и ее возрастные или 
патологические нарушения зависят не только 
от давно известного ацетилирования  [17, 49–
51], но и от сукцинилирования гистонов  [12]. 
Нарушение сукцинилирования негистоновых 
белков головного мозга является характерной 
чертой мозга пациентов с болезнью Альцгей-
мера [21], для которого давно известно сниже-
ние активности комплекса ОГДГ – продуцента 
сукцинил-КоА [20].

Наши результаты показывают иерархию 
изменений ацетилирования и сукцинилиро-
вания белков, направленных на поддержание 
стабильности физиологических параметров в 
условиях метаболического стресса. Умеренный 
ингибитор ПДГ АцФМе изменяет ацилирова-
ние белков массой 30–50 кДа, а ацилирование 
белков массой 15–20 кДа изменяется под дей-
ствием сильного ингибитора АцМеФ  (рис.  2). 
Мы предполагаем, что такая последователь-
ность событий указывает на два уровня си-
стемного ответа мозга на ингибирование ПДГ. 
В первую очередь реагирует система ацилиро-
вания метаболических белков, а далее наблю-
дается регуляция транскрипции за счет ацили-
рования гистонов (рис. 6).

Корреляции между различными компо-
нентами системы ацилирования белков голов-
ного мозга и физиологическими параметра-
ми (табл. 3 и 4) раскрывают физиологическое 
значение ацилирования белков  – тему, кото-
рая еще очень мало разработана. В частности, 
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отрицательные корреляции между SIRT3 в моз-
ге и RMSSD ЭКГ, а также между уровнем аце-
тилирования белков 29 кДа мозга и стресс-ин-
дексом ЭКГ  (табл.  4) указывают на связь 
баланса парасимпатической (релаксационной) 
и симпатической (стрессорной) вегетативной 
регуляции с уровнем ацетилирования белков 
головного мозга. Эта взаимосвязь может быть 
обусловлена тем фактом, что более высокий 
«потенциал ацетилирования» может отражать 
повышенный биосинтез ацетил-КоА, который 
является субстратом для биосинтеза нейроме-
диатора парасимпатической нервной системы 
ацетилхолина. Известно, что баланс контроли-
рующих стресс симпатической и парасимпа-
тической систем находится в сложной взаимо-
связи с формированием памяти  [52], причем 
при определенных условиях стресс может 
улучшать память [53]. В этой связи обнаружен-
ные нами корреляции между активностью па-
расимпатической системы и ацетилированием 
белков мозга могут указывать на зависимость 
памяти и когнитивных функций от ацилирова-
ния белков мозга. Дальнейшая идентификация 
специфических белков в составе белковых по-
лос, ацилирование которых изменяется в ответ 
на ингибиторы ПДГ и коррелирует с физиоло-
гическими параметрами, может способство-
вать определению специфических компонен-
тов системы ацилирования мозга, важных для 
контролируемых ацилированием белков мозга 
физиологических процессов. Эти компоненты 
могут участвовать и в нарушениях регуляции 
системы ацилирования при заболеваниях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Усиление ингибирования комплекса ПДГ 
в головном мозге уменьшает ацетилирование 
и увеличивает сукцинилирование белков мас-
сой 15 кДа, в то время как влияние ингибиторов 
ПДГ на ацилирование белков головного мозга 

массой 30–50  кДа неоднозначно. В  отличие от 
ацилирования белков мозга, фосфорилиро-
вание  ПДГ существенно не изменяется после 
24-часового воздействия ингибиторов ПДГ. Та-
ким образом, изменение ацилирования белков 
головного мозга представляет собой кратковре-
менный ответ на ингибирование ПДГ, который 
может обеспечивать адаптацию организма к ме-
таболическому стрессу и участвовать в механиз-
мах развития патологий.
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ACYLATION OF THE RAT BRAIN PROTEINS IS AFFECTED 
BY THE INHIBITION OF PYRUVATE DEHYDROGENASE in vivo

V. A. Aleshin1,2, D. A. Sibiryakina3, A. V. Kazantsev1,4, A. V. Graf1,3, and V. I. Bunik1,2,5*

1 A. N. Belozersky Institute of Physicochemical Biology, Department of Biokinetics, 
Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia; e-mail: bunik@belozersky.msu.ru

2 Department of Biochemistry, Sechenov University, 119048 Moscow, Russia
3 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia

4 Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia
5 Faculty of Bioengineering and Bioinformatics, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia

Organism adaptation to metabolic challenges requires coupling of metabolism to gene expression. In this 
regard, acylations of histones and metabolic proteins acquire significant interest. We hypothesize that 
adaptive response to inhibition of a key metabolic process, catalyzed by the acetyl-CoA-generating pyruvate 
dehydrogenase (PDH) complex, is mediated by changes in the protein acylations. The hypothesis is tested 
by intranasal administration to animals of PDH-specific inhibitors acetyl(methyl)phosphinate (AcMeP) or 
acetylphosphonate methyl ester (AcPMe), followed by the assessment of physiological parameters, brain 
protein acylation, and expression/phosphorylation of PDHA subunit. At the same dose, AcMeP, but not 
AcPMe, decreases acetylation and increases succinylation of the brain proteins with apparent molecular 
masses of 15-20 kDa. Regarding the proteins of 30-50 kDa, a strong inhibitor AcMeP affects acetylation 
only, while a less efficient AcPMe mostly increases succinylation. The unchanged succinylation of the 
30-50  kDa proteins after the administration of AcMeP coincides with the upregulation of desuccinylase 
SIRT5. No significant differences between the levels of brain PDHA expression, PDHA phosphorylation, 
parameters of behavior or ECG are observed in the studied animal groups. The data indicate that the short-
term inhibition of brain PDH affects acetylation and/or succinylation of the brain proteins, that depends on 
the inhibitor potency, protein molecular mass, and acylation type. The homeostatic nature of these changes 
is implied by the stability of physiological parameters after the PDH inhibition.

Keywords: brain protein acetylation, brain protein succinylation, phosphonate/phosphinate analog of pyruvate, 
pyruvate dehydrogenase, sirtuin
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В статье «Исторические тренды видовой 
продолжительности жизни человека и акту-
арной скорости старения» Л.А.  Гаврилова и 
Н.С. Гавриловой проверяется выполнение ком-
пенсаторного эффекта смертности  (CEM), за-
ключающегося в увеличении скорости старения 
с уменьшением начальной смертности, в совре-
менной популяции людей. При исследовании 
использовались поперечные данные из базы 
данных HMDB, а в качестве инструментария 
количественной оценки CEM  –  математиче-
ские модели Гомпертца, Гомпертца–Мэйкхема, 
проводилось сравнение с зависимостью, назы-
ваемой «корреляция Стрелера–Милдвана».

Модель Гомпертца имеет формальное ма-
тематическое обоснование из области надёж-
ности и описывает изменение смертности  μx 
в зависимости от возраста x, используя пара-
метры начальной смертности R0 и темпа старе-
ния a (обозначения взяты из статьи):

μx = R0 exp(ax). (1)

В модели Гомпертца–Мэйкхема добавлен 
параметр  A, не зависящий от возраста и име-
ющий смысл независимого риска от внешних 
причин:

μx = A + R0 exp(ax). (2)

Корреляция Стрелера–Милдвана вытекает 
из общей теории «General theory of mortality and 
aging»  [1], опирающейся на понятия жизнен-
ной силы организма (vitality) и устойчивости 
организма к внешнему негативному воздей-
ствию. Её развитие содержится в работе Yashin 
et al. [2]. Важно отметить, что теоретически все 

три подхода описывают старение одного ор-
ганизма, а не группы или популяции. В статье 
Гавриловых это обстоятельство игнорируется и 
обсуждается в настоящем комментарии.

Применение математических моделей для 
описания демографических данных должно 
учитывать, что все методы оценки параме-
тров математических моделей исходят из того, 
что экспериментальные данные имеют оди-
наковое вероятностное распределение. Они 
должны быть однородны в этом смысле. Что-
бы добиться однородности демографических 
данных, проводят разбиение по полу, странам, 
социально-экономическим группам, этниче-
скому происхождению и так далее. При иссле-
довании старения дополнительно необходи-
мо, чтобы все исследуемые были одного года 
рождения. При этом в максимально возмож-
ной степени удаётся учесть эффект влияния 
внешних воздействий (войны, экономические 
кризисы) на людей одного возраста. Люди од-
ного года рождения образуют когорту рожде-
ния. Данные, организованные таким образом, 
называют когортными данными в отличие от 
поперечных (cross-sectional) данных, использо-
ванных в статье. Поперечные данные содержат 
информацию о числе живущих и о числе умер-
ших в одном и том же году, но в разных воз-
растных группах. В результате получается «ги-
потетическая» неоднородная когорта, в разных 
возрастных группах которой представлены 
данные о людях разного года рождения и, сле-
довательно, имеющих различные накоплен-
ные риски здоровью. Такие данные лишь кос-
венно связаны с законами физиологического 
старения и несут на себе отпечаток событий, 
происходивших в различное время.
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О СТАТЬЕ Л.А. ГАВРИЛОВА И Н.С. ГАВРИЛОВОЙ 165

БИОХИМИЯ том 88 вып. 1 2023

Использование для анализа неоднородных 
данных методов, не учитывающих наличие 
неоднородности, может привести к парадок-
сальным эффектам и неверной интерпретации 
найденных эмпирически зависимостей. На-
пример, смертность, оцененная по данным 
без учёта неоднородности, демонстрирует сни-
жение скорости роста смертности и даже ста-
билизацию смертности в старших возрастных 
группах  [3]. Индивидуальная смертность при 
этом может расти экспоненциально с возрас-
том. Другой пример приведён на рис. 4а в ста-
тье Avchaciov et  al.  [4]. Кривая дожития в ге-
нетически гетерогенной популяции мышей в 
возрасте старше 125 недель демонстрирует по-
вышение вероятности дожития по сравнению 
с кривой дожития, построенной по модели 
Гомпертца для этих же данных.

Поскольку смысл параметра a при исполь-
зовании модели Гомпертца для анализа попе-
речных данных теряет биологический смысл, то 
для него принято использовать термин actuarial 
aging rate (актуарный темп старения), как и по-
ступают авторы статьи, вместо true aging rate 
(истинный темп старения), который отражает 
физиологические изменения в организме.

Не вдаваясь в обсуждение достоинств и не-
достатков рассмотренных в статье подходов, 
возникают два вопроса: какое значение имеет 
изучение актуарного темпа старения для пони-
мания законов старения и насколько получен-
ные оценки отражают существующие законо-
мерности?

Ответ на первый вопрос в статье отсут-
ствует. Вывод, что увеличение актуарного 
темпа старения «скорее всего, вызван более 
быстрым снижением смертности в молодых 
по сравнению со старыми возрастными груп-

пами», сделанный на основании полученных 
оценок, конечно, подтверждает наличие ком-
пенсаторного эффекта смертности на популя-
ционном уровне, но не согласуется с гипотезой 
revealed-slow-aging [5]. Согласно этой гипотезе, 
люди, имеющие генетически невысокие шан-
сы дожить до старости, отличаются замедлен-
ным старением. По мере развития медицины 
эти люди стали доживать до преклонного воз-
раста, сохраняя свойство замедленного ста-
рения. Доля таких людей в популяции растёт, 
что ведёт к снижению истинного и актуарного 
темпов старения и наблюдаемому в настоя-
щее время увеличению продолжительности 
жизни. Видимо, описанный эффект не уда-
ётся наблюдать, исследуя неоднородные дан-
ные, к которым относятся и используемые в 
статье данные поперечных наблюдений. Про-
блемы, существующие при поиске связи акту-
арного темпа старения со смертностью в ге-
терогенных данных, отмечены также в работе 
Hawkes et al. [6].

Второй вопрос связан с методологией ана-
лиза данных дожития. Авторы используют па-
раметрический подход, задаваясь структурой 
модели Гомпертца и оценивая её параметры по 
экспериментальным данным. В статье справед-
ливо отмечается, что получаемые оценки обла-
дают свойством высокой чувствительности к 
случайным изменениям данных, как указано 
в работе Tarkhov  et  al.  [7]. Использованный в 
статье Гавриловых приём центрирования воз-
раста при вычислении оценок нелинейным 
методом наименьших квадратов кажется недо-
статочным для стабилизации оценок. Анализ 
трендов продолжительности жизни человека в 
исторической перспективе требует дальнейше-
го и более глубокого исследования.
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