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Невропатия Шарко–Мари–Тута (ШМТ)  – это полигенное заболевание периферических нервов, 
для которого отсутствует эффективное лечение. Тиамин (витамин  В1) является нейротропным 
соединением, улучшающим состояние пациентов с иными невропатиями. Наше пилотное 
исследование характеризует терапевтический потенциал ежедневного перорального приема 
тиамина (100  мг) при ШMT и его молекулярные механизмы. До и после введения тиамина 
пациентам определяли силу мышц-сгибателей пальцев кистей, уровень коферментной формы 
тиамина (тиаминдифосфата, ТДФ) в крови, активность эндогенного холофермента (без ТДФ  
в среде измерения) транскетолазы и ее общую активность (с ТДФ в среде измерения), а также 
активацию транскетолазы ТДФ [1-(холо-транскетолаза/общая транскетолаза),  %], соответствую-
щую доле апо-транскетолазы в среде определения активности, не содержащей  ТДФ. Отдельные 
случаи введения сульбутиамина (200  мг) или бенфотиамина (150  мг) показали сходное с тиа-
мином (100  мг) влияние на анализируемые параметры. Применение тиамина или его фарма-
кологических форм увеличивает силу мышц-сгибателей пальцев кистей у пациентов с  ШMT. 
Сравнение показателей тиаминового статуса у пациентов с ШМТ с показателями контрольной 
группы без диагностированных патологий не выявило существенных различий в средних уров-
нях ТДФ, активности холо-транскетолазы или распределении транскетолазы между холо- и апо-
формами. Однако регуляция транскетолазы тиамином/TДФ различается в контрольной группе 
и группе  ШMT. В  среде измерения активности ТДФ не активирует транскетолазу у пациентов 
с ШMT, однако такая активация является статистически значимой в контрольной группе. Прием 
тиамина in vivo парадоксальным образом снижает уровень эндогенной холо-транскетолазы у па-
циентов с ШМТ, чего не наблюдалось в контрольной группе. Корреляционный анализ выявил 
половые различия во взаимосвязях между показателями тиаминового статуса у лиц контроль-
ной группы и пациентов с ШМТ. Таким образом, наши результаты связывают физиологические 
улучшения, наблюдающиеся при приеме тиамина пациентами с  ШMT, с изменениями в их 
тиаминовом статусе, характеризуемыми уровнем  ТДФ и регуляцией транскетолазы в крови.

* Адресат для корреспонденции.
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онный анализ с учетом парных выборок.

ВВЕДЕНИЕ

Невропатия Шарко–Мари–Тута (ШМТ)  – наи-
более распространенная в мире форма наслед-
ственных нервно-мышечных заболеваний у че- 
ловека  [1,  2]. Заболевание обладает широкой ге-
терогенностью, но, как правило, характеризуется 
прогрессирующей мышечной атрофией и потерей 
двигательных функций нижних конечностей, в 
дальнейшем поражающей и верхние  [3–6]. Сен-
сорные расстройства менее выражены, но могут 
дополнительно снижать качество жизни пациен-
тов. В  зависимости от конкретного молекулярно-
го дефекта клинические проявления ШМТ могут 
варьировать от легкой слабости в ногах до тяже-
лого паралича, но в целом заболевание характе-
ризуется очень медленным прогрессированием; 
часто проходят десятилетия, прежде чем клиниче-
ская картина станет явной  [7,  8]. Классификация 
ШМТ учитывает нарушение скорости нервной 
проводимости и тип наследования, на основании 
которых выделяют две основные формы  – демие-
линизирующую  (ШМТ1) и аксональную  (ШМТ2). 
В  отдельную группу также выделяются подтипы, 
сцепленные с X-хромосомой  (ШМТХ)  [8–10]. Даль-
нейшая классификация форм ШМТ основана на 
поражении конкретных генов или мультигенных 
локусов. Различные типы заболевания имеют 
коллективную распространенность 1  :  2500  [11], 
однако в изолированных популяциях, например, 
в Японии и Норвегии, частота встречаемости 
ШМТ значительно выше  [12–14]. Согласно неко-
торым оценкам, около половины больных ШМТ 
людей могут считаться «недееспособными»  [15] и 
до 20%  – «тяжелыми инвалидами»  [16], что при-
водит к значительной финансовой нагрузке на 
систему здравоохранения.

Наиболее распространенный подтип ШМТ, 
встречающийся более чем у 50% всех пациентов 
[17], ШМТ1А, возникает в результате дупликации 
хромосомной области 17p11.2-17p12, содержащей 
ген  PMP22. Данный ген кодирует гликопротеин, 
главный компонент миелиновой оболочки пери-
ферических нервных волокон. На животных моде-
лях сверхэкспрессия PMP22 вызывает симптомы, 
аналогичные симптомам у пациентов с ШМТ1А, 
т.е.  демиелинизацию нервных волокон, которая 
снижает скорость нервной проводимости, связан-
ную с атрофией мышц  [17]. Тяжесть симптомов у 

этих животных коррелирует с количеством копий 
PMP22 в геноме, причем даже две дополнитель-
ные копии гена вызывают демиелинизацию  [18]. 
Локус 17p11.2-17p12 содержит еще 7  генов и не-
сколько псевдогенов, однако лишь PMP22, для 
которого показан вышеописанный «эффект дозы», 
считается ответственным за развитие ШМТ1A [19]. 
Второй наиболее распространенный подтип ШМТ, 
ШМТX1, вызывается мутациями гена  GJB1, лока-
лизованного на Х-хромосоме. Проявления ШМТX1 
ближе к ШМТ2 у пациентов женского пола, но 
занимают промежуточное положение между 
ШМТ1 и ШМТ2 у пациентов мужского пола [8–10]. 
Число описанных мутаций в различных участках 
генома, связанных с симптомами ШМТ, постоян-
но растет: в настоящее время известно порядка 
100 генов, мутации в которых вызывают развитие 
ШМТ  [8,  9]. Некоторые из подтипов ШМТ иногда 
диагностируются и как самостоятельные наруше-
ния. Так, дисфункция гена TFG описывается и как 
подтип ШМТ2Р, и как наследственная моторно-
сенсорная невропатия «типа Окинавы»  [20].

Ни один из доступных терапевтических 
подходов не может полностью вылечить ШМТ. 
Однако при ряде других неврологических рас-
стройств введение тиамина (витамина B1) в высо-
ких дозах приводило к улучшению клинической 
картины  [21–26]. Насколько нам известно, тера-
певтическое действие тиамина на пациентов с 
ШМТ не изучалось даже в тех случаях, когда 
патология была обусловлена мутациями фер-
ментов, функции которых зависят от тиамина и, 
следовательно, могли бы быть скорректированы 
введением тиамина  [27,  28]. С  другой стороны, 
известно, что демиелинизация при различных 
формах ШМТ ассоциирована с митохондриальной 
дисфункцией  [29], а тиамин как предшественник 
кофермента центрального метаболизма глюкозы, 
тиаминдифосфата  (ТДФ), улучшает функцию ми-
тохондрий при различных невропатологиях  [26, 
30–34]. В  частности, тиамин оптимизирует окис-
ление глюкозы, снижая таким образом исполь-
зование аминокислот в качестве энергетических 
субстратов [35], а также защищает от окислитель-
ного стресса  [26, 36–38]. Принимая во внимание 
вклад усиленной митохондриальной деградации 
аминокислот в такой признак ШМТ, как мышеч-
ная атрофия [39, 40], снижение деградации амино-
кислот, ранее наблюдавшееся в ходе оптимизации 
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метаболизма в результате введения тиамина [35], 
может иметь потенциальное терапевтическое 
значение при данном заболевании. Кроме того, 
нейротропное действие тиамина  [41,  42] и суще-
ствование его фармакологических форм, в част-
ности, мембранопроницаемого сульбутиамина 
(препараты «Энерион», «Аркалион», также входит 
в состав препарата «Нейробион») или бенфотиа-
мина, являющегося аналогом тиаминмонофос-
фата (препарат «Бенфогамма», также входит в со-
став препаратов «Мильгамма» и «Комбилипен»), 
делает витамин  B1 перспективным кандидатом 
для лечения  ШМТ.

В настоящей работе представлены резуль-
таты наблюдения трех клинических случаев 
женщин с наиболее распространенной формой 
ШМТ  (ШМТ1А), в ходе которого оценивали их 
физиологические и биохимические ответы на 
пероральный прием высоких доз тиамина (вита-
мина  В1) или сульбутиамина. Основываясь на 
успешных результатах этих исследований, мы 
дополнительно оценили тиаминовый статус в 
образцах крови сопоставимых пилотных выборок 
пациентов с ШМТ и здоровых контролей. Несмо-
тря на то что у пациентов с ШМТ не наблюдается 
существенных отличий от контрольной группы 
по средним уровням ТДФ или активности транс-
кетолазы в крови, регуляция транскетолазы па-
циентов при введении ТДФ в среду измерения 
активности этого ТДФ-зависимого фермента или 
при приеме тиамина пациентами отличается от 
таковой у контрольной группы. Такие биохими-
ческие различия подтверждаются корреляцион-
ным анализом параметров тиаминового статуса. 
Таким образом, метаболическое действие высо-
ких доз тиамина, регулирующего ТДФ-зависимые 
ферменты, может привести к наблюдаемому улуч-
шению физиологических показателей пациентов 
с  ШМТ при приеме тиамина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты. Коммерческие реагенты, исполь-
зовавшиеся для биохимических анализов, имели 
наивысшую доступную чистоту и были получены 
от фирмы «Sigma-Aldrich», США. Смесь фосфопентоз 
для измерения активности транскетолазы получа-
ли из рибозо-5-фосфата, согласно известной мето-
дике энзиматического синтеза с использованием 
рибозо-5-фосфатизомеразы и ксилулозо-5-фосфат
эпимеразы, полученных из ацетонового порошка 
бычьей селезенки [43, 44]. Апофермент транскето-
лазы дрожжей получали методом иммуноаффин-
ной хроматографии, согласно опубликованному 
протоколу с использованием поликлональных 
антител, выделенных из сыворотки иммунизиро-

ванного кролика  [45,  46]. Препарат фермента раз-
деляли на аликвоты и хранили при –15  °С в буфе-
ре, содержащем 10  мМ  KH2PO4 и 50  мМ  (NH4)2SO4 
(pH  7,6). Перед анализом дрожжевую апо-транс-
кетолазу пропускали через колонку Sephadex G-50 
(«Pharmacia», Швеция), уравновешенную 50  мМ 
глицил-глициновым буфером (pH  7,6). Получен-
ный таким образом препарат транскетолазы 
характеризовался типичными параметрами (на-
пример, 7,4  мг/мл; 20  Ед./мг) и был стабилен при 
хранении при –15  °C в течение нескольких дней. 
Транскетолазную активность этого препарата 
определяли в присутствии 0,1  мМ ТДФ с использо-
ванием нижеописанной методики. Для определе-
ния концентрации белка использовали молярный 
коэффициент экстинкции А0,1%1см, равный 1,45 при 
280  нм  [47]. Непосредственно перед анализом к 
препарату транскетолазы добавляли CaCl2 (конеч-
ная концентрация  – 0,1  мМ). В  присутствии CaCl2 
наблюдался расширенный интервал линейной 
зависимости активности транскетолазы от кон-
центрации  ТДФ  [48].

Исследования на людях. Исследование не 
было предварительно зарегистрировано. Общее 
количество участников исследования и их общие 
характеристики показаны в табл. 1. Клинические 
данные обо всех участниках с диагнозом ШМТ 
представлены в таблице  П1 в  Приложении. В  ис-
следование были включены пациенты в возрасте 
16–63  года с подтвержденным диагнозом  ШМТ, а 
также лица контрольной группы аналогичного 
возрастного интервала без диагностированных 
патологий. Пациенты с ШМТ или участники 
контрольной группы, сообщившие о продолжаю-
щемся или недавнем (<6 месяцев) приеме витами-
на  B1, рассматривались лишь как принимавшие 
тиамин. Выбор трех пациенток с ШМТ для осу-
ществления длительного клинического наблюде-
ния определялся их наиболее распространенной 
формой болезни  (ШМТ1А) и готовностью прохо-
дить регулярные обследования, включая анализы 
крови. На момент включения в исследование эти 
пациенты получали поддерживающую терапию, 
состоящую в пероральном приеме карнозина 
(Севитин, 500  мг в  день), ацетилкарнитина (Кар-
ницетин, 500  мг в  день) и ипидакрина (Аксамон, 
60  мг в  день). Пациентка  1 также принимала ли-
поевую кислоту (Берлитион, 600  мг в  день) и га-
бапентин (600  мг в  день). В  дополнение к этому  
продолжающемуся лечению пациенткам 1 и  3 
(таблица  П1 в  Приложении) были назначены 
курсы перорального приема тиамина гидро-
хлорида (100  мг в  день, B-1, «NOW Foods», США); 
пациентка  2 (таблица  П1 в  Приложении) полу-
чала сульбутиамина гидрохлорид (200  мг в  день, 
Энерион, «Les Laboratoires Servier Industrie»,   
Франция).
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Таблица  1. Краткое описание исследуемых когорт

Группа Подгруппа Пол Возраст, 
лет

Здоровые 
контроли, n  =  22

не принимающие витамин  B1, n  =  18 33% мужчины (n = 6)
67% женщины (n = 12)

35–70
19–70

принимающие витамин  B1*, n  =  4 50% мужчины (n = 2)
50% женщины (n = 2)

35–63
44–65

Пациенты 
с  ШМТ, n  =  15

не получавшие терапию витамином  B1  
в течение 6  предшествующих месяцев, n  =  14

43% мужчины (n = 6)
57% женщины (n = 8)

18–63
16–49

получавшие терапию витамином  B1  
при включении в исследование или  
в течение 6  предшествующих месяцев**, n  =  10

30% мужчины (n = 3)
70% женщины (n = 7)

18–63
16–63

*  Витаминные комплексы, о приеме которых сообщали участники контрольной группы, содержали вита-
мина  B1 в дозировке 1,5–50  мг в  день (VPlab ultra Mens, Vita Balance  2000, Naturelo, Solgar Male Multiple).
**  Подробная информация о приеме тиамина, сульбутиамина (Энерион) и бенфотиамина (Бенфогамма) па-
циентами с ШМТ представлена в табл.  П1 в  Приложении.

Биохимические исследования образцов крови 
проводились двойным слепым методом, когда ис-
следователь, проводивший анализы, не был осве-
домлен о принадлежности образца к определен-
ной группе, а статистический анализ полученных 
этим исследователем данных проводился незави-
симым исследователем. Физиологическое и био-
химическое тестирование пациентов проводили, 
как описано ниже.

Медицинские тесты. Измерение силы мышц-
сгибателей пальцев кисти оценивали с помощью 
ручного динамометра ДК-25  (Россия) по стандар-
тизированной методике кистевой динамометрии, 
рекомендованной Советом медицинских исследо-
ваний Великобритании  [49–52]. Все пациенты с 
доминирующей правой рукой садились на стул 
и брали динамометр таким образом, чтобы шка-
ла была направлена внутрь. Пациенты сжимали 
динамометр вытянутой рукой, получая словесную 
поддержку во время тестирования. Сила мышц-
сгибателей пальцев кистей (в  кг) в каждой вре-
менной точке определялась по среднему из трех 
измерений отдельно для левой и правой рук. 
Измеряемый параметр является высоконадеж-
ным и достоверным индикатором прогрессирова-
ния ШМТ у взрослых пациентов  [53,  54]. Надеж-
ность кистевой динамометрии подтверждает и 
ее использование для определения двигательной 
функции в различных фармакологических иссле-
дованиях  [55,  56]. У  здоровых людей 30–50  лет 
средняя сила мышц-сгибателей пальцев домини-
рующей и не доминирующей рук составляет соот-
ветственно 27,5  кг и 25,5  кг у женщин и 46  кг и 
40,5  кг у мужчин  [57].

Силу дистальных мышц ног (в основном 
передней большеберцовой мышцы) измеряли с 
помощью динамометра ДС-200 (Россия) и системы 

оценки по шкале  BMRC, рекомендованной Сове-
том медицинских исследований Великобрита-
нии  [58]: 0  – отсутствие мышечного сокращения; 
1  – сокращение без видимых движений в суста-
ве; 2  – видимое движение без преодоления силы 
тяжести конечности; 3  – видимое движение, пре-
одолевающее силу тяжести, но не сопротивление 
конечности; 4 – движение с частичным преодоле-
нием сопротивления; 5  – нормальная мышечная 
сила.

МРТ-исследование мышц нижних конечно-
стей проводили в режимах T1- и T2-STIR системы 
Optima MR450w GEM («General Electric», США) с 
магнитным полем  1,5  Тл.

Электронейромиография моторных волокон 
нервов верхних и нижних конечностей проводи-
лась с помощью системы «Нейро-МВП» («Нейро-
софт», Россия) по стандартному ранее описан-
ному протоколу  [59]. Неинвазивные электроды 
располагали на тестируемых участках и исполь-
зовали для определения скорости проводимости 
по срединному, малоберцовому, большеберцовому 
и бедренному нервам, а также для определения 
остаточной латентности.

Вибрационную чувствительность в руках 
и ногах измеряли в соответствии с рекоменда-
циями Американской ассоциации диабета  [60] 
с использованием градуированного камертона 
Райделя–Зейфера с частотой 128  Гц, приложен-
ного перпендикулярно различным тестируемым 
участкам, как описано в других источниках  [61, 
62]. Тест оценивал время восприятия в секундах; 
нормальным считается время 10  с и  более.

Забор и обработка крови для биохимичес-
ких анализов. Для биохимического исследования 
кровь из срединной локтевой вены собирали в 
вакутейнер с гепарином утром натощак, делили 
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на аликвоты и хранили при –70  °С. Разморожен-
ную для измерений тиаминового статуса аликво-
ту крови озвучивали с использованием Bioruptor 
(«Diagenode», Австрия) в режиме низкой интен-
сивности в течение 7  циклов, состоящих из 30  с 
озвучивания и 30  с паузы, как описано ранее [63].

Анализ транскетолазы крови. Активность 
транскетолазы в крови человека измеряли с 
помощью микропланшетного ридера CLARIOstar 
Plus («BMG Labtech», Германия) в режиме спектро-
фотометрии при 340  нм по поглощению  NADH, 
образующегося в сопряженной реакции, согласно 
описанной ранее методике  [64,  65]. Для измере-
ния активности транскетолазы и ее активации 
ТДФ в медицинских анализах рекомендовано 
использовать цельную кровь  [66,  67]. Активность 
транскетолазы выражали в единицах на мл  кро-
ви (Ед./мл), где 1  Ед.  соответствует трансформа-
ции одного  мкмоля субстрата, эквивалентно- 
го продукции одного мкмоля  NADH  в сопряжен-
ной реакции, в  мин. Озвученную кровь разводи-
ли в 5 раз в среде для анализа, содержащей 50  мМ 
глицил-глициновый буфер (pH  7,6) и 2,5 мМ MgCl2.  
Из полученного образца отбирали 130  мкл и инку-
бировали в 520  мкл среды для анализа, дополни
тельно содержащей 1  мМ  NADH, 13,5  Ед./мл три- 
озофосфатизомеразы, 0,9  Ед./мл глицерин-3-фос- 
фатдегидрогеназы и 0,2  мМ  ТДФ либо не содержа-
щей последнего, в течение 20–40  мин в стеклян-
ной пробирке. За  это время расходовались раз- 
личные субстраты, присутствующие в препаратах 
ферментов и окисляющие NADH, в результате чего 
фоновые изменения приходили в стационарное 
состояние, характеризующееся низкой и посто-
янной скоростью снижения поглощения  NADH. 
По  достижении этого состояния 50  мкл описан-
ного выше разведения крови добавляли в лунку 
микропланшета, смешивали со  150  мкл среды 
для анализа, содержащей дополнительно смесь 
фосфопентоз в концентрации 4  мг/мл, и измеря-
ли активность транскетолазы в течение 90  мин. 
Смесь субстратов, добавленная при анализе ак-
тивности транскетолазы, позволяет насытить 
фермент для определения максимальной скоро-
сти реакции. Фоновую реакцию измеряли ана-
логичным образом, но без добавления фосфопен-
тоз к смеси  150  мкл среды и  50  мкл разведенной 
крови. Полученную скорость фоновой реакции 
ΔA340/мин вычитали из скорости транскетолаз-
ной реакции с добавленными фосфопентозами. 
Анализ каждого образца крови проводили в трех 
повторах. Активность транскетолазы без добав-
ления ТДФ в реакционную среду в дальнейшем 
тексте упоминается как активность эндогенной 
холо-транскетолазы, тогда как активность с до-
бавлением ТДФ в среду для анализа  – как общая 
активность транскетолазы. Уровень эндогенной 

апо-транскетолазы характеризуется разницей 
между активностью общей транскетолазы и эн-
догенной холо-транскетолазы. Фракция эндоген-
ной апо-транскетолазы соответствует активации 
транскетолазы  ТДФ, которую рассчитывали, как 
[1  –  (эндогенная холо-транскетолаза/общая транс-
кетолаза)] × 100%. Отрицательные значения такой 
активации соответствуют ингибированию транс-
кетолазы ТДФ, наблюдавшемуся в наших и других  
исследованиях  [68–74].

Экстракция и анализ ТДФ в крови. Обрабо-
танную ультразвуком кровь, разведенную в 5  раз 
в среде для анализа, использовали для экстрак-
ции  ТДФ, которую проводили нагреванием при 
95  °C в течение 3  мин с последующим центрифу-
гированием при 21  500  g в течение 15  мин. ТДФ 
измеряли ферментативно с использованием апо-
фермента дрожжевой транскетолазы, активирую-
щегося экстрагированным ТДФ  [75], с ранее опи-
санными модификациями [76]. Супернатант после 
нагревания крови (40  мкл) инкубировали в тече-
ние 40  мин с 10  мкл среды для анализа, содержа-
щей 3  мкг дрожжевой апо-транскетолазы. После 
этого добавляли 150  мкл той же среды, содержа-
щей 0,33 мМ NADH, 4,5 Ед./мл триозофосфатизоме-
разы, 0,3  Ед./мл глицерин-3-фосфатдегидрогеназы 
и 4  мг/мл смеси калиевых солей ксилулозо-5-фос-
фата и рибозо-5-фосфата. В  полученной смеси из-
меряли скорость транскетолазной реакции в тече-
ние 30–40  мин. Калибровочную кривую строили с 
использованием 40  мкл 0–0,2  мкМ раствора ТДФ 
(0–8  пмоль  ТДФ в  лунке). Концентрацию ТДФ в 
приготовленном в качестве калибровочного стан-
дарта растворе определяли по поглощению при 
272  нм с использованием молярного коэффици-
ента экстинкции 7500  М–1 ·см–1  [77].

Статистический анализ. Для статистиче-
ского анализа использовали GraphPad Prism  8.0 
(«GrapPad  Inc.», США). Достоверность различий 
между двумя группами оценивалась с помощью 
теста Манна–Уитни, для которого не требуется 
нормальное распределение данных. Множествен-
ные экспериментальные группы анализирова-
ли с помощью двухфакторного дисперсионного 
анализа (ANOVA) с post-hoc-тестом Сидака. Если 
одна и та же выборка тестировалась в различ-
ных условиях, использовалась соответствующая 
модификация дисперсионного анализа с повтор-
ностями  (RM-ANOVA).

Для корреляционного анализа использовали 
корреляции Спирмена, поскольку не все выбор-
ки данных имели нормальное распределение, 
согласно тесту Д’Агостино–Пирсона. Итеративный 
тест Граббса (при значении параметра Alpha 0,01) 
не определил выбросы в имеющихся выбор-
ках. Мощность всех статистических тестов  (1–β)  
была  ≥  0,9.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клиническое описание пациенток до вве-
дения тиамина. На  основании клинической 
картины и дупликации локуса 17р11.2-р12, охва-
тывающего ген  PMP22, у трех участвовавших в 
длительном наблюдении пациенток была диаг-
ностирована наследственная моторно-сенсорная 
невропатия Шарко–Мари–Тута подтипа  1А.

Пациентка 1 на момент включения в иссле-
дование была в возрасте 47  лет, обладала полой 
стопой, низкой силой мышц-сгибателей пальцев 
кистей (8,5  кг в правой руке и 4,5  кг  – в левой), 
нарушением вибрационной чувствительности и 
снижением сухожильных рефлексов. Пациентка 
жаловалась на слабость и острую боль в ниж-
них конечностях, спотыкание и периодические 
падения. Она слегка пошатывалась в позе Ром-
берга и при пальце-носовой и пяточно-коленной 
пробах демонстрировала легкий тремор. Электро-
нейромиография выявила сильные нарушения 
скорости нервной проводимости и длительные 
латентные периоды, сопровождающиеся пол-
ной блокадой сенсорного потенциала больше-
берцовых и срединных нервов с обеих сторон. 
МРТ показала серьезные поражения мышц. Сила 
передней большеберцовой мышцы не определя-
лась, так как при первичной оценке у пациента 
не было выявлено признаков мышечного сопро-
тивления (0–1  балл по шкале  BMRC). Пациентке 
был назначен тиамина гидрохлорид перорально в 
дозе 100  мг в  день в дополнение к базовой тера-
пии, описанной в разделе «Материалы и методы» 
(«Исследования на людях»).

Пациентка 2 на момент включения в иссле-
дование была возрастом 35 лет, имела полую сто-
пу, низкую силу мышц-сгибателей пальцев кистей 
(9  кг в правой руке и 7  кг  – в левой), отсутствие 
вибрационной чувствительности в пальцах ног 
и отсутствие сухожильных рефлексов. Пациентка 
жаловалась на слабость в нижних и верхних ко-
нечностях, невозможность встать из положения 
сидя; подъем из положения лежа происходил в 
три приема. Она была нестабильна в позе Ром-
берга, но точно выполняла пальце-носовую про-
бу. Электронейромиография установила низкую 
скорость проводимости, большие латентные пе-
риоды и полную блокаду сенсорного потенциала 
срединного нерва с обеих сторон, а также сниже-
ние количества нервных волокон. МРТ  показала 
серьезные поражения мышц. Сила передней боль-
шеберцовой мышцы была значительно редуци-
рована (3  балла по шкале  BMRC). Пациентке был 
назначен сульбутиамин перорально в дозе 200 мг 
в  день в дополнение к базовой терапии, описан-
ной в разделе «Материалы и методы» («Исследо-
вания на людях»).

Пациентка 3 на момент включения в иссле-
дование была возрастом 36  лет, обладала сту-
пенчатой походкой, болями в виде гипестезии, 
низкой силой мышц-сгибателей пальцев кистей 
(8,5  кг в правой руке и 4,5  кг  – в левой), отсут-
ствием вибрационной чувствительности и от-
сутствием сухожильных рефлексов. Пациентка 
жаловалась на слабость нижних конечностей, в 
особенности стоп. Электронейромиография также 
продемонстрировала существенное ослабление 
функции нервов, а МРТ  – значительную дегене-
рацию мышц. Пациентка не проявляла достаточ-
ной резистентности при первичной оценке силы 
передней большеберцовой мышцы (0–1  балл по 
шкале  BMRC). Биохимический анализ крови по-
казал повышенную активность аспартаттранс-
аминазы  – 39  Ед./литр (нормальные значения: 
5–31  Ед./литр), хотя активность аланинтрансами-
назы (22  Ед./литр) находилась в пределах диапа-
зона нормальных значений (5–34  Ед./литр). Таким 
образом, биохимический анализ подтвердил серь-
езное повреждение внепеченочных тканей, таких 
как скелетные мышцы. Пациентке был назначен 
тиамина гидрохлорид перорально в дозе 100  мг 
в  день в дополнение к базовой терапии, описан-
ной в разделе «Материалы и методы» («Исследо-
вания на людях»).

Клиническое описание пациентов во время 
и после завершения курсов тиамина. Пациент-
ка 1. В течение 10 месяцев ежедневного перораль-
ного приема витамина В1 в форме тиамина гидро-
хлорида у пациентки наблюдалось постепенное 
улучшение физиологических и биохимических 
показателей. Повышение уровня ТДФ в цельной 
крови с  149 до  332 нМ сопровождалось увеличе-
нием силы мышц-сгибателей пальцев обеих ки-
стей  (рис. 1, а). Повышение ТДФ сопровождалось 
снижением активности транскетолазы и исчез-
новением незначительной активации транскето-
лазы ТДФ  (рис. 1, б). Через 10  месяцев после на-
чала приема тиамина у пациентки были также 
замечены некоторые неврологические улучше-
ния (табл. 2).

Спустя 7 месяцев после завершения 10-месяч-
ной терапии тиамином уровень ТДФ в крови сни-
зился с 332  нМ до практически исходного уровня 
(156  нМ; рис.  1,  а), что сопровождалось увеличе-
нием активности транскетолазы и ее активации 
ТДФ  (рис.  1,  б). Однако клинические улучшения 
сохранялись хотя бы частично: сила мышц-сги-
бателей пальцев в левой кисти не уменьша-
лась, а в правой  – снижалась, но все равно была 
выше  (12  кг) исходной  (8,5  кг) (рис.  1,  а). Слабые 
и живые сухожильные рефлексы по-прежнему 
наблюдались на правой и левой руках соответ-
ственно. Пальце-носовая проба по-прежнему 
выполнялась точно. Таким образом, 10-месячная 
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Рис. 1. Динамика изменения тиаминового статуса в крови и силы мышц-сгибателей пальцев кистей у па-
циенток  1  (а и б), 2  (в и г) и 3  (д и е) во время и после завершения курсов ежедневного перорального прие-
ма витамина  В1 в форме тиамина гидрохлорида  (пациентки  1,  3) или сульбутиамина  (пациентка  2). Точеч-
ной штриховкой обозначены периоды, когда пациентки принимали  B1. (а,  в,  д)  – Содержание ТДФ в крови 
(левая шкала по оси  Y, синяя линия) и сила мышц-сгибателей пальцев кистей (правая шкала по оси  Y), 
правой  (красная линия) и левой  (зеленая линия) кистей. (б,  г,  е)  – Активность транскетолазы  (ТК) крови 
(левая шкала по оси Y), измеренная при отсутствии (–ТДФ, сиреневая линия) и в присутствии (+ТДФ, оранже-
вая линия) ТДФ в реакционной среде; измерения используются для расчета активации транскетолазы ТДФ, 
характеризующей долю апо-транскетолазы от общего количества фермента (правая шкала по оси  Y, черная 
линия), как описано в разделе «Материалы и методы» («Анализ транскетолазы крови»). Все биохимические 
параметры представлены как среднее значение  ±  стандартная ошибка среднего (полосы ошибок не отобра-
жаются, если находятся в пределах размера символов)

терапия тиамином привела к долгосрочному, 
т.е.  спустя 7  месяцев после завершения терапии, 
улучшению, хотя мышечная сила и параметры 
тиаминового статуса в крови продемонстрирова-
ли сопряженные изменения: уровень ТДФ и сила 
мышц-сгибателей пальцев кистей снижались, 
а  активность транскетолазы и ее активация ТДФ 
повышались.

Пациентка 2. Спустя 3  месяца ежедневного 
перорального приема сульбутиамина у пациент-
ки наблюдалось повышение уровня ТДФ (рис.  1,  в) 
совместно со снижением активности транскетола-
зы (рис.  1,  г) в крови, что сопровождалось улучше-
нием силы сжатия в правой руке  (рис.  1,  в). Сила 
мышц ног также увеличивалась (с  3-х до  4-х  бал-
лов для передней большеберцовой мышцы).
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Таблица  2. Неврологические улучшения у пациентки  1 спустя 10  месяцев ежедневного приема 100  мг 
тиамина гидрохлорида

Плечелучевые сухожильные рефлексы рук
Выполнение пальце-носовой пробы

правая левая

– + – + – +

отсутствуют слабые отсутствуют живые с умеренным тремором точно

Примечание. Представленные параметры оцениваются до  (–) и после  (+) приема тиамина.

Через 4  месяца после завершения 6-месячно-
го приема сульбутиамина уровень ТДФ оставался 
выше  (248  нМ), чем до терапии  (194  нМ), актива-
ция транскетолазы ТДФ исчезла, а сила сжатия в 
правой кисти, хоть и снизилась до  10  кг, но оста-
валась выше исходного уровня  (9  кг) (рис.  1,  в). 
При этом сила мышц ног (передней большебер-
цовой мышцы) увеличилась (с 4-х баллов в конце 
терапии до  5). Таким образом, после завершения 
терапии сульбутиамином уровень ТДФ у пациент-
ки  2 оставался стабильным в течение 4-х меся-
цев, активация транскетолазы ТДФ продолжала 
снижаться, а мышечная сила  –  улучшаться.

Пациентка 3. Уже спустя 2  месяца приема 
тиамина гидрохлорида у пациентки  3 наблюда-
лись значительные улучшения биохимических и 
физиологических показателей  (рис.  1,  д). Уровень 
ТДФ в цельной крови резко увеличился  (с  169 
до 408 нМ). При этом сила сжатия в правой кисти 
немного улучшилась, но в левой  – почти утрои-
лась (рис. 1, д), тогда как активация транскетолазы 
ТДФ исчезла  (рис. 1, е). Аномальный уровень ак-
тивности АСТ в крови снизился с 39 до 34 Ед./литр. 
Такие значительные эффекты наблюдались при 
исходно низком (0,03–0,04 Ед./мл) уровне активно-
сти транскетолазы в крови пациентки 3, который  
при повышении ТДФ не снижался (рис. 1, е). Напро-
тив, более высокие уровни активности транскето-
лазы (0,05–0,08  Ед./литр) у пациенток  1 (рис. 1, б) 
и 2  (рис. 1, г) снижались при введении тиамина.

Спустя 4  месяца приема тиамина пациентка 
была вынуждена прекратить терапию из-за обост-
рения желчной колики. Спустя еще 2  месяца, по-
сле регресса печеночных симптомов, уровень ТДФ 
в крови пациентки оставался высоким  (277 нМ), 
по сравнению с исходным уровнем  (169 нМ), как 
и сила сжатия обеих кистей (9,5 и 15,5 кг для пра-
вой и левой руки соответственно). Активность 
АСТ понизилась до  32 Ед./литр. Сразу после этого 
обследования пациентке повторно был назначен 
тиамина гидрохлорид. Однако через месяц после 
окончания второго курса тиамина признаки за-
болевания печени вернулись и была проведена 
цистэктомия.

Примечательно, что спустя 5  месяцев после 
окончания второго курса тиамина было обна-

ружено дальнейшее увеличение силы сжатия 
кистей  (15 и  17,3  кг для правой и левой руки 
соответственно; рис.  1,  д), сопровождающееся по-
явлением вибрационной чувствительности  (4  с), 
которая полностью отсутствовала до назначения 
тиамина. На  этот момент уровень ТДФ в крови 
пациентки  (229  нМ) все еще был выше, по срав-
нению с уровнем до терапии  (169  нМ; рис.  1,  e), 
и она возобновила прием витамина  B1 в виде 
препарата Нейробион (содержит 100  мг суль-
бутиамина). Таким образом, у тяжелобольной 
пациентки  3 прерывистый прием витамина  B1 
оказал длительное позитивное влияние на со-
стояние мышечной (нормализация уровня ак-
тивности АСТ, увеличение мышечной силы) и 
нервной тканей (улучшение вибрационной чувстви- 
тельности).

Характерные параметры тиаминового стату-
са у пациентов с ШМТ по сравнению с контроль-
ной группой. Данные наблюдения трех пациен-
ток с ШМТ1А показали улучшение средней силы 
мышц-сгибателей пальцев с  8,7  ±  0,2  кг до  13,2  ± 
±  2,6 кг в правой кисти и с 5,3  ±  0,8 кг до 9,3  ±  1,5  кг 
в левой кисти при повышении среднего уровня 
ТДФ в крови с  171  ±  13  нМ до  325  ±  50  нМ. Однако 
исследованных пациенток нельзя отнести к ли-
цам с дефицитом тиамина, поскольку исходные 
уровни ТДФ в их крови (рис.  1) находились в пре-
делах референсного интервала у здоровых лиц, 
70–230  нМ  [43–49]. Чтобы проверить и напрямую 
соотнести параметры тиаминового статуса, опре-
деляемые в наших экспериментах, анализы крови 
были проведены с использованием выборок па-
циентов с  ШМТ  (n  =  15) и контрольной группы, в 
которой никакие патологии не были диагносци-
рованы  (n  =  22).

Проведенный анализ определяемых показа-
телей тиаминового статуса, таких как уровень 
ТДФ в крови, активность эндогенной холо-транс-
кетолазы, активность общей (холо  +  апо)-транс-
кетолазы и доля эндогенной холо-транскетолазы, 
не выявил существенных половых различий 
в средних значениях этих параметров  (рис.  П1 
в  Приложении). Данные о различных фармако-
логических формах витамина  В1, применяемых 
у  наших пациентов, также не выявили каких-
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Рис. 2. Сравнение показателей, характеризующих статус тиамина в крови контрольной группы и пациен-
тов с  ШМТ, не принимающих и принимающих витамин  В1. У  лиц, получавших  B1 и имеющих несколько 
временных точек, доступных во время наблюдения за пациентом, для сравнений выбиралась точка, соот-
ветствующая максимальному уровню ТДФ в крови. Значения активности транскетолазы (ТК), определенные 
in  vitro без и при добавлении ТДФ в среду, показаны пустыми и закрашенными символами соответствен-
но. Прием B1 in  vivo для каждой группы обозначен серыми столбцами, как показано в легенде. Черные и 
красные символы обозначают ШМТ1 и ШМТ2 соответственно. Статистически значимые  (р  ≤  0,05) разли-
чия между изучаемыми группами, определенные методом двустороннего дисперсионного анализа с парны-
ми измерениями (RM-ANOVA) с критерием множественных сравнений Сидака, представлены на графиках.  
Под графиками указаны статистически значимые факторы. Данные представлены в виде «ящиков с усами», 
показывающих медиану, а также верхний и нижний квартили распределения каждого образца. Число ис-
пытуемых в исследуемых группах составляет: n  =  18 здоровых контролей, не принимающих витамин  В1; 
n = 4 здоровых контролей, принимающих витамин B1; n = 14 пациентов с ШМТ, не получавших витамин B1  
в течение предыдущих 6  месяцев; n  =  10 пациентов с ШМТ, получающих терапию витамином  B1

Рис. 3. Сравнение активации транскетолазы  (ТК) добавлением ТДФ в среду измерения активности у участ-
ников контрольной группы и пациентов с ШМТ. Значения активности ТК, определенные без и при добавле-
нии ТДФ в среду, показаны пустыми и закрашенными символами соответственно. Черные и красные сим-
волы обозначают ШМТ1 и ШМТ2 соответственно. При сравнении эндогенной холо-транскетолазы (холо-TK) 
прием B1 in  vivo обозначен полыми и закрашенными прямоугольниками, как показано в легенде под гра-
фиком. У  лиц, получавших  B1 и имеющих несколько временных точек, доступных во время наблюдения 
за пациентом, для сравнений выбиралась точка, соответствующая максимальному уровню ТДФ в крови. 
Статистически значимые (р  ≤  0,05) различия между изучаемыми группами, определенные методом двусто-
роннего дисперсионного анализа с парными измерениями (RM-ANOVA) с критерием множественных срав-
нений Сидака, представлены на графиках. Под графиками указаны значимые факторы с их статистикой.  
Число испытуемых в исследуемых группах такое же, как на  рис.  2

либо специфичных для препарата различий в их 
влиянии на анализируемые параметры тиами-
нового статуса  (рис.  П2 в  Приложении). Поэтому 
при дальнейшем сравнении показателей, прису-
щих группе ШМТ и контрольной группе, мы объ-
единили данные, полученные у представителей 
обоих полов и при приеме разных фармакологи- 
ческих форм тиамина  (рис.  2  и  3).

Как показано на  рис.  2, существенных раз-
личий в уровнях ТДФ и активностях транскето-
лазы в крови между ШМТ и контрольной груп-
пами, а также между различными изученными 
формами ШМТ не было обнаружено. Уровни ТДФ 
как в группе ШМТ, так и в контрольной группе 
одинаково увеличивались после введения вита-
мина B1. Однако у пациентов с ШМТ можно было 
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наблюдать снижение среднего уровня активности 
эндогенной холо-транскетолазы в ответ на вве-
дение  В1  (рис.  2), что хорошо согласуется с его 
снижением при наблюдении отдельных пациен-
ток во времени  (рис.  1). Снижение эндогенной 
холо-транскетолазы сопровождалось снижением 
активности общей транскетолазы у пациентов 
с ШМТ после приема  B1  (рис.  2; p  =  0,11), при-
чем оба снижения были гораздо более значи-
мыми при анализе с учетом парных измерений 
(RM-ANOVA), примененному отдельно к группе 
ШМТ  (рис.  П2  в  Приложении).

У пациентов с ШМТ наблюдался более узкий 
интервал без высоких значений уровня ТДФ в 
крови  (90–230  мкМ) по сравнению с контрольной 
группой  (100–370  мкМ). Эта особенность могла 
способствовать большей статистической значимо-
сти ответа пациентов на введение  B1  (p  =  0,002) 
по сравнению с ответом в контрольной груп-
пе  (p  =  0,02). Примечательно, что в обеих группах 
при приеме тиамина был выявлен широкий ин-
тервал уровней ТДФ в крови  (рис.  2), хотя паци-
енты с ШМТ принимали более высокие дозы ви-
тамина B1 (100 мг тиамина, 150 мг бенфотиамина 
или 200 мг сульбутиамина; табл. 1), чем контроль-
ная группа (витаминные комплексы, содержащие 
1,5–50  мг  В1; табл.  1). Это указывает на то, что  
анализируемые уровни активной коферментной 
формы тиамина, т.е. ТДФ, регулируются не только 
доступностью и клеточной проницаемостью вво-
димых предшественников  ТДФ, но также и от-
дельными компонентами тиамин-зависимой сети  
реакций, включая в первую очередь биосинтез 
ТДФ, тесно связанный с транспортом тиамина/ТДФ.

Средние уровни активности эндогенной холо-
транскетолазы или общей транскетолазы стати-
стически не различались в двух группах ни до, 
ни после введения витамина  B1  (рис.  2). Однако 
анализ активации транскетолазы ТДФ в каждом 
образце с помощью RM-ANOVA выявил статисти-
чески значимый эффект только в контрольной 
группе  (рис.  3). Этот эффект был связан с сильно 
варьирующей долей эндогенной холо-транскето-
лазы в контрольной группе  (рис.  3), что хорошо 
согласуется с более высокой вариабельностью 
уровня ТДФ в ней по сравнению с группой ШМТ 
(рис.  2). Примечательно, что в контрольной груп-
пе, принимающей содержащие витамин  B1 пре-
параты, активация транскетолазы ТДФ оставалась 
значимой  (рис.  3).

Таким образом, активация транскетолазы 
ТДФ была статистически значимой только в кон-
трольной группе, тогда как уровень активности 
эндогенной холо-транскетолазы снижался в ответ 
на введение витамина  В1 только у пациентов 
с  ШМТ. В  результате мы обнаружили различную 
регуляцию транскетолазы тиамином у пациентов 

с ШМТ, по сравнению с участниками контроль-
ной группы, проявляющуюся в виде отсутствия 
апоформы транскетолазы и снижения транскето-
лазной активности в ответ на введение витамина 
B1 при ШМТ, но не у контрольной группы. Ука-
занные изменения были связаны с увеличением 
силы мышц-сгибателей пальцев кистей у всех 
исследованных пациентов с ШМТ после введения 
витамина  В1  (рис.  4), что подтверждается резуль-
татами наблюдения во времени трех пациенток 
с ШМТ1А  (рис.  1).

Корреляции силы мышц-сгибателей паль-
цев кистей с параметрами тиаминового статуса 
в крови пациентов с ШМТ с учетом пола. Учи-
тывая физиологические половые различия в силе 
мышц-сгибателей пальцев кистей, ее корреляции 
с параметрами, характеризующими тиаминовый 
статус в крови, были проанализированы отдельно 
для пациентов мужского и женского пола, не при-
нимавших тиамин (рис. 5). У пациентов мужского 
пола сила мышц-сгибателей пальцев кистей по-
казала статистически значимую положительную 
корреляцию Спирмена с уровнем ТДФ  (рис.  5,  а) 
и значимые отрицательные корреляции с актив-
ностями эндогенной холо-транскетолазы и общей 
транскетолазы  (рис.  5,  б  и  в). Корреляция силы 
мышц-сгибателей пальцев кистей с фракцией 
апо-транскетолазы у пациентов-мужчин с ШМТ 
не достигла статистической значимости (рис.  5,  г), 
хотя ее положительная направленность хоро-
шо согласуется с отрицательной корреляцией 
силы с активностью эндогенной холо-транскето-
лазы  (рис.  5,  б). Напротив, у женщин с ШМТ, не 
принимающих витамин  B1, никакие корреляции 
с силой сжатия не были статистически значимы-
ми  (рис.  5,  a–г).

Рис. 4. Изменения силы мышц-сгибателей пальцев 
кистей у пациентов с ШМТ, принимающих вита-
мин В1. Для каждого пациента показаны данные для 
правой и левой кистей. Закрашенные и пустые сим-
волы обозначают силу, измеренную до приема ви-
тамина и при максимальном уровне ТДФ в крови в 
период приема тиамина соответственно. Данные о 
пациентах женского пола (n  =  6; пациенты 1–3, 5, 
10, 13; таблица П1 в Приложении) и пациентах муж-
ского пола (n = 2; пациенты 8, 14; таблица П1 в При-
ложении) показаны черными и серыми символами 
соответственно. Статистическую значимость опре-
деляли с помощью парного критерия Манна–Уитни
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Рис. 5. Корреляция силы мышц-сгибателей пальцев рук с показателями тиаминового статуса в крови паци-
ентов с  ШМТ. Графики в верхней и нижней строках соответствуют пациентам женского  (n  =  7) и мужско-
го  (n  =  6) пола. Анализируемые параметры включают: уровень ТДФ  (а); активность эндогенной холо-транс-
кетолазы (холо-ТК)  (б); активность общей транскетолазы (ТК)  (в); долю эндогенного апофермента в общей 
ТК  (апо-ТК,  %)  (г). Закрашенные и пустые символы соответствуют правой и левой руке соответственно. 
Коэффициенты корреляции Спирмена  (rS) и p-значения  (p) показаны на графиках. Параметры корреляций 
с  p  ≤  0,05 выделены жирным шрифтом и сопровождаются сплошными линиями тренда, а незначимые кор-
реляции показаны пунктирными линиями тренда

Таким образом, корреляционный анализ по-
казал, что у мужчин с ШМТ более высокая сила 
мышц-сгибателей пальцев кистей ассоцииро-
вана с более высоким уровнем ТДФ  (рис. 5, а), но 
более низким уровнем активности транскетола-
зы  (рис. 5, б  и  в). Ввиду отрицательной корреля-
ции между активностью транскетолазы в крови 
и силой у мужчин с ШМТ (рис. 5, б и в), практиче-
ски полное насыщение транскетолазы ТДФ у всех 
пациентов ШМТ по сравнению с контрольной 
группой  (рис. 3, эндогенная фракция холо-транс-
кетолазы), по-видимому, является одним из при-
знаков патологии.

Разная взаимосвязь между показателями 
тиаминового статуса крови в контрольной груп-
пе и у пациентов с ШМТ. Ранее нами была пока-
зана более высокая дискриминационная способ-
ность корреляционного анализа по сравнению со 
средними уровнями параметров [35, 50–52]. Поэто-
му мы провели корреляционный анализ между 
параметрами статуса тиамина у пациентов с ШМТ 
и контрольной группы, чтобы выявить различия, 
обусловленные заболеванием. Учитывая описан-
ные выше половые различия, корреляционный 
анализ проводился отдельно у мужчин и жен-
щин. Как видно из табл. 3, эти зависящие от пола 
корреляции подтверждают представление о том, 
что определенные параметры тиаминового ста-
туса связаны с полом, аналогично корреляциям с 

силой мышц-сгибателей пальцев кистей  (рис.  4). 
У  женщин контрольной группы (табл.  3, нижний 
левый угол) активность эндогенной холо-транс-
кетолазы показывает очень сильную корреляцию 
с активностью общей транскетолазы. С  учетом 
умеренных корреляций активности эндогенной 
холо-транскетолазы с ТДФ и фракции эндогенной 
апо-транскетолазы с активностью общей транске-
толазы корреляционный анализ показывает, что 
у здоровых женщин насыщение транскетолазы 
ТДФ в большей степени определяется экспресси-
ей транскетолазы, чем уровнем ТДФ. В отличие от 
женщин, у мужчин контрольной группы  (табл.  3, 
верхний правый угол) наблюдается отрицатель-
ная корреляция фракции апо-транскетолазы с 
уровнем ТДФ (р  =  0,058) и отсутствуют корреляции 
апо- или холофермента транскетолазы с общей 
активностью фермента. В  целом, эти результаты 
указывают на более высокий вклад уровня ТДФ 
в крови в насыщение транскетолазы кофермен-
том у здоровых мужчин. Так, у здоровых мужчин 
повышенные уровни ТДФ в крови коррелируют со 
снижением фракции апо-транскетолазы, а у жен-
щин эта фракция не коррелирует с  уровнем  ТДФ.

У пациентов с ШМТ соотношение компонен-
тов тиаминового статуса в крови у женщин и 
мужчин отличается от такового в контрольных 
группах (табл.  3). Корреляция между активно-
стями общей транскетолазы и эндогенной холо-
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Таблица  3. Влияние пола на корреляции параметров тиаминового статуса в крови здоровых контролей (Контр.) 
и у пациентов с ШМТ  (ШМТ), не принимающих тиамин

Контроль Пациенты с ШМТ

М, Контр.
Ж, Контр. ТДФ

Активность 
эндогенной 

холо-ТК
Активность 
общей ТК

Фракция 
эндо

генной 
апо-ТК

М, ШМТ
Ж, ШМТ ТДФ

Активность 
эндогенной 

холо-ТК
Активность 
общей ТК

Фракция 
эндо

генной 
апо-ТК

ТДФ 0,257
0,658

–0,429
0,419

–0,829
0,058 ТДФ   –0,714

0,136
–0,714
0,136

0,609
0,206

Активность 
эндогенной 

холо-ТК
0,503
0,099   0,543

0,297
–0,600
0,242

Активность 
эндогенной 

холо-ТК
0,024
0,977

1,000
0,003

–0,058
0,933

Активность 
общей ТК

0,266
0,404

0,888
0,000

0,314
0,564

Активность 
общей ТК

0,119
0,793

0,929
0,002   –0,058

0,933

Фракция 
эндогенной 

апо-ТК
0,007
0,991

0,357
0,256

0,545
0,071  

Фракция 
эндогенной 

апо-ТК
–0,643
0,096

0,143
0,752

0,286
0,501

Примечание. Сравниваются женщины (Ж, n  =  12 и n  =  8 в контрольной и ШМТ группах соответственно) и 
мужчины (М, n = 6 и в контрольной, и в ШМТ группах). Верхние и нижние значения в каждой ячейке пред-
ставляют собой коэффициенты корреляции Спирмена и их p-значения соответственно. Достоверные корре-
ляции (p  ≤  0,05) выделены темно-серым цветом, тренды (0,05  <  p  ≤  0,15)  – светло-серым. ТК  –  транскетолаза.

транскетолазы становится достоверной не только 
у женщин, но и у мужчин с  ШМТ, сопровожда-
ясь сдвигом других корреляций по сравнению с 
наблюдаемыми у контролей. Так, у пациенток с 
ШМТ умеренная корреляция фракции апо-транс-
кетолазы с активностью общей транскетолазы, 
свойственная здоровым женщинам, сменяется 
умеренной отрицательной корреляцией с уровнем 
ТДФ. С учетом одновременного исчезновения у па-
циенток с ШМТ ассоциации ТДФ с активностью 
эндогенной холо-транскетолазы, вызванные забо-
леванием изменения позволяют предположить 
замещение связи ТДФ с экспрессией транскето-
лазы у здоровых женщин связью ТДФ с насыще-
нием апо-транскетолазы у женщин с ШМТ. Напро-
тив, связь ТДФ с фракцией апо-транскетолазы у 
здоровых мужчин при ШМТ заменяется связью 
ТДФ с уровнем холо-транскетолазы. В  результате 
корреляции между ТДФ и распределением транс-
кетолазы между фракциями апо- и холофермента 
у женщин с ШМТ сходны с таковыми у мужчин 
из контрольной группы: в обоих случаях уровень 
ТДФ отрицательно коррелирует с фракцией эндо-
генной апо-транскетолазы. И  наоборот, корреля-
ции между ТДФ и распределением транскетолазы 
между фракциями у мужчин с ШМТ сходны с 
таковыми у женщин из контрольной группы: в 
обоих случаях уровень ТДФ коррелирует с актив-
ностью эндогенной холо-транскетолазы  (табл.  3).

В целом, изменившиеся соотношения между 
показателями тиаминового статуса крови у здоро-

вых людей и пациентов с ШМТ свидетельствуют 
о том, что, несмотря на сходство средних уровней 
показателей в двух когортах, сеть тиамин-зависи-
мых процессов при ШМТ нарушена по сравнению 
со здоровым состоянием.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Суммирование клинических и биохими-
ческих эффектов приема тиамина пациентами 
с ШМТ. Тиаминовый статус в крови принимав-
ших тиамин пациентов с ШМТ характеризовали 
уровнями коферментной формы тиамина  (ТДФ) 
и активности ТДФ-зависимого фермента транс-
кетолазы, а также распределением транскетолазы 
между холо- и апоферментом, определяемым по 
активации транскетолазы добавленным в среду 
измерения активности ТДФ. Ранее было показано, 
что эритроцитарный ТДФ является доминирую-
щим компонентом пула тиамина в крови, поэто-
му уровень ТДФ в цельной крови коррелирует с 
уровнем ТДФ в эритроцитах  [78]. Оба параметра 
используют в качестве индикаторов поступле-
ния тиамина в кровь и возможности насыщения 
тканей доставляемым кровью тиамином, однако 
определение ТДФ цельной крови позволяет про-
водить клиническую характеристику пациентов 
без дополнительных затрат труда и времени на 
выделение эритроцитов  [78–82]. То  же самое ка-
сается и транскетолазы, показатели активности 
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Таблица  4. Сравнение влияния перорального приема тиамина на тиаминовый статус цельной крови и 
мышечную работоспособность у трех пациенток с ШМТ1

№ Возраст

Форма,  
дозировка  
и длитель-

ность приема 
тиамина

ТДФ (цельная 
кровь), нМ

Активность ТК, Ед./мл Эндоген-
ная апо-ТК,  

%  от 
общей  ТК

Сила сжатия 
кистей, кг

эндогенная  
холо-ТК

общая ТК правая 
кисть

левая 
кисть

– + – + – + – + – + – +

1 47
B1*HCl, 
100  мг  в  день, 
10  месяцев

149 ± 
±  2

332 ± 
±  8

0,075 ± 
± 0,003 

0,033 ± 
± 0,001

0,080 ± 
± 0,003

0,033 ± 
± 0,001

6 ± 
± 4

1 ± 
± 2 8,5 18 4,5 9

2 36
Энерион, 
200  мг  в  день, 
3  месяца

194 ± 
±  7

242 ± 
± 3

0,058 ± 
± 0,0003

0,035 ± 
± 0,001

0,060 ± 
± 0,001

0,037 ± 
± 0,001

4 ± 
± 7

3 ± 
± 2 9 12,5 7 7

3 37
B1*HCl, 
100  мг  в  день, 
2  месяца

169 ± 
± 17

408 ± 
± 37

0,034 ± 
± 0,001

0,034 ± 
± 0,001

0,037 ± 
± 0,001

0,033 ± 
± 0,004

9 ± 
± 3 0 8,5 9,2 4,5 12

Примечание. Параметры указаны до (–) и после (+) введения витамина В1; форма, дозировка и длительность 
приема указаны в таблице. ТК  –  транскетолаза.

которой в цельной крови и эритроцитах совпа-
дали  [66, 67]. Действительно, средние уровни ак
тивности транскетолазы в нашем исследовании 
хорошо согласуются с активностями порядка 
0,04–0,08 Ед./мл, определяемыми в эритроцитах 
человека в независимых исследованиях  [83–86], 
хотя распределение активности транскетолазы в 
этом интервале может различаться в разных ко-
гортах [87]. Стоит отметить, что активность транс-
кетолазы увеличивалась с  0,05 до  0,08 Ед./мл при 
анемии  [85] и снижалась примерно на  35% при 
диабете  [86]. Этот порядок изменения активности 
транскетолазы в крови человека аналогичен на-
блюдаемому в нашем исследовании.

У трех взрослых пациенток с ШМТ1А различ-
ной степени тяжести после приема тиамина на-
блюдалось заметное улучшение физиологических 
и неврологических параметров, таких как сила 
мышц-сгибателей пальцев кистей, живость ре-
флексов, вибрационная чувствительность и/или 
точность проведения пальце-носовой пробы 
(рис.  1; табл.  2  и  4). Сила мышц-сгибателей паль-
цев кистей была выбрана в качестве надежного 
и легкодоступного для определения физиологи-
ческого параметра, позволяющего отслеживать 
терапевтические эффекты. Преимущества этого 
подхода, использованного в ряде независимых ис-
следований, включая фармакологические [53–56], 
были подтверждены в нашем исследовании, кото-
рое выявило рост силы мышц-сгибателей пальцев 
кистей при терапии витамином В1 у всех обследо-
ванных пациентов с ШМТ. Помимо статистически 
значимого увеличения силы мышц-сгибателей 
пальцев кистей у пациентов с ШМТ после введе-
ния  B1  (рис.  4), исследование трех клинических 

случаев ШМТ1А продемонстрировало индивиду-
альную динамику и комбинацию биохимических 
и клинических реакций. Различия, по-видимому, 
не связаны с различными фармакологическими 
формами и дозами тиамина  (рис.  П2 в  Приложе-
нии), а, скорее, соответствуют различным уровням 
специфических нарушений у пациентов. По срав-
нению с пациенткой  2, принимавшей сульбутиа-
мин (200  мг), у пациенток 1 и  3, принимавших 
гидрохлорид тиамина  (100  мг), наблюдалось бо-
лее выраженное повышение уровня ТДФ в крови 
и более быстрое исчезновение незначительной 
фракции апо-транскетолазы. Одновременно у па-
циенток  1 и  3 наблюдалось большее улучшение 
мышечной силы  (в 2–3  раза) по сравнению с па-
циенткой  2  (30%). Эти различия коррелировали с 
исходным уровнем нарушений у пациенток, а не 
с фармакологической формой тиамина. Действи-
тельно, до терапии у пациенток 1 и 3 были более 
низкие уровни ТДФ и большее снижение мышеч-
ной силы по сравнению с пациенткой  2  (табл.  4). 
С  другой стороны, аналогичные долгосрочные 
улучшения и стабилизация уровней ТДФ в крови 
на более высоких, чем исходные, уровнях наблю-
дались как у пациентки  2, так и у пациентки  3, 
принимавших различные дозы и фармакологиче-
ские формы тиамина. Возможно, что эти долго-
срочные эффекты приема витаминных добавок 
зависели от возраста, поскольку они были более 
выражены у пациенток 36–37  лет (пациентки  2 
и  3) по сравнению с пациенткой 47  лет  (паци-
ентка  1). Возрастная зависимость длительных 
эффектов тиамина может быть связана с возмож-
ностями печени по формированию запаса тиа-
мина и уровнем биосинтетической активности 
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организма. Известно, что печень является депо 
тиамина, поставляющим этот витамин в другие 
ткани в соответствии с их потребностями в син-
тезируемом тканями ТДФ  [88,  89].

Хотя нами не было обнаружено исследова-
ний, описывающих влияние витамина  B1 на па- 
циентов с  ШМТ, клиническое улучшение, наблю-
даемое в нашем исследовании, хорошо согласу-
ется с положительным эффектом высоких доз 
тиамина у пациентов с другими неврологиче-
скими расстройствами, включая болезнь Паркин-
сона [90, 91], болезнь Альцгеймера [92–94], атаксию 
Фридриха [95, 96], рассеянный склероз [97], эпилеп-
сию  [98], черепно-мозговую травму  [26], а  также 
в  животных моделях этих заболеваний  [30,  31,   
99–104].

Аналогично вышеупомянутым исследовани-
ям клинического улучшения под действием тиа-
мина, наши результаты показали, что поддержа-
ние положительного влияния на уровень ТДФ в 
крови и силу мышц-сгибателей пальцев кистей 
требует постоянного введения тиамина. Тем не 
менее мы также наблюдали и долгосрочные эф-
фекты, особенно по улучшению неврологических 
симптомов. Например, живость рефлексов у па-
циентки  1 или вибрационная чувствительность у 
пациентки  3 продолжали улучшаться после завер-
шения приема витамина. Вполне вероятно, что 
индуцируемое тиамином прерывание порочного 
круга постоянно усиливающихся повреждений 
может стимулировать неврологические функции 
путем создания условий реабилитации.

Заболевание ШМТ не сопровождается де-
фицитом тиамина, однако для компенсации 
сопряженных с заболеванием метаболических 
нарушений могут быть нужны высокие дозы 
тиамина. Средние уровни ТДФ, активности транс-
кетолазы или ее распределение между холо- и 
апоформами не отличаются у пациентов с ШМТ 
по сравнению с контрольной группой  (рис.  2) и 
не отклоняются от референсных значений, из-
вестных из литературы для ТДФ [82, 94, 105–109] и 
транскетолазы  [83–86]. Однако корреляция между 
уровнем ТДФ в крови и силой мышц-сгибателей 
пальцев кистей у пациентов мужского пола с 
ШМТ, не принимающих B1 (рис. 5, а), показывает, 
что чем больше уровень ТДФ, тем менее наруше-
на мышечная сила. С учетом положительного эф-
фекта приема тиамина на силу мышц-сгибателей 
пальцев кистей  (рис.  4), сопряженного с повыше-
нием основного внутриклеточного производного 
витамина  B1  – его коферментной формы ТДФ  – 
наши результаты свидетельствуют в пользу того, 
что при ШМТ может требоваться более высокое 
содержание витамина B1 и/или его производных, 
чем при нормальном метаболизме. В  результате 
даже при отсутствии у пациентов с ШМТ дефи-

цита тиамина повышенная доступность тиамина 
может способствовать преодолению патофизио-
логических изменений.

Очевидно, что тиамин улучшает метаболизм 
за счет воздействия на ТДФ-зависимые фермен-
ты: митохондриальные дегидрогеназы пирувата, 
2-оксоглутарата, 2-оксоадипата и 2-оксокислот с 
разветвленной цепью, участвующие в генера-
ции энергии из глюкозы и аминокислот, и цито-
зольную транскетолазу, участвующую в синтезе 
восстановительных эквивалентов для антиокси-
дантной защиты. Как генерация энергии, так и 
антиоксидантная защита нарушаются при раз-
личных невропатиях, в том числе ШМТ  [8,  28, 
30,  31,  110–113]. Некоторые исследования указы-
вают на более высокие энергетические потреб-
ности при ходьбе у пациентов с  ШМТ, что может 
быть связано с атрофией мышц и повышенной 
утомляемостью  [114–116]. Эти метаболические осо-
бенности физической активности при ШМТ могут 
требовать более высоких уровней ТДФ у пациен-
тов по сравнению с контрольной группой. В  ре-
зультате введение тиамина пациентам с ШМТ 
может приводить к увеличению силы мышц-сги-
бателей пальцев кистей, хотя показатели тиами-
нового статуса при ШМТ не отличаются от тако-
вых у здоровых людей.

Действительно, в модели нарушения мито-
хондриального метаболизма  [117], который, как 
известно, нарушен и в различных подтипах 
ШМТ  [28,  29,  110,  118], нейроны и мозг in  vivo по
глощают больше тиамина, что указывает на по-
вышенную потребность в тиамине при метаболи-
ческом стрессе. В  результате при патологических 
состояниях могут требоваться дозы тиамина, зна-
чительно превышающие те, что достаточны для 
нормальных физиологических условий. В  каче-
стве примера можно привести улучшение реа-
билитации после введения высоких доз тиамина 
крысам с тяжелой травмой спинного мозга  [30] 
или наше текущее наблюдение индуцированного 
тиамином улучшения при ШМТ. При некоторых 
формах ШМТ, вызванных мутациями ТДФ-зави-
симых ферментов, таких как киназа пируватде-
гидрогеназы или 2-оксоадипатдегидрогеназа, ТДФ 
может напрямую регулировать ферменты для 
преодоления нарушений их функций [28]. Однако 
ингибирование ТДФ-зависимой пируватдегидро-
геназной реакции при ШМТ может быть опосре-
довано снижением уровня Са2+ в митохондриях 
из-за вызываемых патологией актин-зависимых 
нарушений сайтов контакта между митохондрия-
ми и эндоплазматическим ретикулумом  [118]. 
Поскольку ТДФ является активатором пируватде-
гидрогеназы, он может частично компенсировать 
недостаточность функции фермента, вызванную 
снижением концентрации другого активатора 
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фермента  – митохондриального  Са2+. Более того, 
другая Ca2+-активируемая митохондриальная де-
гидрогеназа, а именно 2-оксоглутаратдегидроге
наза, которая связана с пируватдегидрогеназой 
через митохондриальный цикл трикарбоновых 
кислот, также является ТДФ-зависимой. Следо-
вательно, при снижении концентрации мито-
хондриального активатора  Са2+ ТДФ может быть 
альтернативным активатором цикла Кребса, суб-
страт которого, ацетил-КоА, поставляется пиру-
ватдегидрогеназой, а общий поток метаболитов 
лимитируется 2-оксоглутаратдегидрогеназой. ТДФ-
зависимая активация митохондриальной части 
пути окисления глюкозы может конкурентно 
снижать митохондриальную деградацию амино-
кислот в качестве энергетических субстратов, тем 
самым препятствуя атрофии мышц. Эти явления 
могут способствовать наблюдаемому физиологи-
ческому результату введения тиамина, хотя и 
не могут быть детектированы при исследовании 
крови, определяющую массу которой составляют 
лишенные митохондрий эритроциты.

Пациенты с ШМТ отличаются от контроль-
ной группы по регуляции транскетолазы ТДФ 
in  vitro и тиамином in  vivo. Активация транске
толазы ТДФ часто рассматривается как мера уров-
ня ТДФ в крови  [78,  79,  81,  119–124]. Это основано 
на предположении, что снижение уровня ТДФ 
приводит к повышению доли апо-транскетолазы, 
т.е.  части общей транскетолазы, которая не на-
сыщена ТДФ. Действительно, уровень апо-транс-
кетолазы может повышаться при различных 
тиамин-дефицитных состояниях, которые в том 
числе могут наблюдаться у лиц, злоупотребляю-
щих алкоголем, больных малярией и пожилых 
людей с риском развития тиаминовой недоста-
точности  [81,  125–129]. В  нашем исследовании 
трех клинических случаев женщин с ШМТ фрак-
ция апо-транскетолазы, определенная по актива-
ции транскетолазы ТДФ, также снижается с уве-
личением ТДФ при приеме витамина  B1  (рис.  1). 
С  другой стороны, эта незначительная фракция 
апо-транскетолазы не указывает на состояние де-
фицита тиамина у пациентов с ШМТ, поскольку 
уровни ТДФ у них находятся в пределах референс-
ного интервала. Более того, фракция апо-транс-
кетолазы более выражена у контрольной груп-
пы, где транскетолаза активируется добавлением 
ТДФ в реакционную среду в большей степени, 
чем у пациентов с  ШМТ  (рис.  3). Таким образом, 
при одинаковых средних уровнях ТДФ  (рис.  2) у 
пациентов с ШМТ наблюдается более высокое 
насыщение транскетолазы ТДФ, чем у здоровых 
людей. Отсутствие активации транскетолазы ТДФ 
у больных ШМТ известно также из независимого 
исследования  [130]. Интересно, что исследова-
ние деменции у пожилых пациентов показало,  

что активация транскетолазы ТДФ выше у паци-
ентов без деменции по сравнению с пациентами 
с деменцией  [120], аналогично нашему наблюде-
нию пациентов с невропатией ШМТ по сравне-
нию с контрольной группой  (рис.  3).

Более того, при приеме витамина B1 ТДФ кро-
ви в группе ШМТ и в контрольной группе растет 
сходным образом (рис. 2). Тем не менее, несмотря 
на значимое повышение уровня ТДФ, в контроль-
ной группе сохраняется статистически достовер-
ная активация транскетолазы ТДФ  (рис.  3). Полу-
ченные данные позволяют предположить, что 
этот тип регуляции транскетолазы не обязатель-
но является показателем дефицита тиамина, но 
также присущ нормальному метаболизму. Важ-
ность этой латентной транскетолазы особенно 
очевидна у мужчин с ШМТ, для которых показана 
сильная отрицательная корреляция силы мышц-
сгибателей пальцев кистей с активностями эндо-
генной холо-транскетолазы и общей транскето-
лазы, тогда как корреляция силы рук с фракцией 
апо-транскетолазы (rS  =  0,4, p  =  0,2) положитель-
на  (рис.  5,  мужчины  с  ШМТ).

В результате имеющиеся данные указывают 
на то, что насыщение транскетолазы ТДФ кон-
тролируется не только уровнем ТДФ, демонстри-
руя в очередной раз уже известные ограничения 
в использовании активации транскетолазы ТДФ 
в качестве меры уровня этого кофермента внут-
ри клеток  [87,  131]. В  частности, более высокое 
насыщение транскетолазы ТДФ может наблю-
даться при неврологических заболеваниях, как 
показано нами  (рис.  3) и в независимом иссле-
довании  [120]. Очевидно, что насыщение транс-
кетолазы ТДФ зависит и от других регуляторных 
механизмов, дополняющих регуляторное дей-
ствие внутриклеточного ТДФ. Корреляции между 
уровнями эндогенной холо-транскетолазы и об-
щей транскетолазы  (табл.  3) свидетельствуют о 
том, что экспрессия транскетолазы может быть 
одним из таких механизмов. Действительно, со-
гласно закону действующих масс, образование 
комплекса между транскетолазой и ТДФ зависит 
от концентраций обоих компонентов, т.е.  как 
ТДФ, так и транскетолазы. Различное сродство 
транскетолазы к ТДФ также может регулиро-
ваться посттрансляционными модификациями. 
Многочисленные варианты эритроцитарной 
транскетолазы, идентифицируемые с помощью 
изоэлектрического фокусирования, различаются 
по своему сродству к ТДФ  [131]. Показано, что 
при синдроме Вернике–Корсакова транскетолаза 
фибробластов обладает пониженным сродством 
к ТДФ по сравнению со здоровыми контроля-
ми  [132], что может быть связано с посттрансля-
ционными модификациями  [133]. Известно, что 
фосфорилирование [134] и ацилирование [65, 135]  
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являются функционально важными для транс-
кетолазы, что свидетельствует о роли посттранс-
ляционных модификаций в ее регуляции. Часто 
такие модификации изменяются при патологиях, 
что может также влиять на сродство фермента к 
ТДФ и насыщение фермента  ТДФ.

Помимо статистически значимой активации 
исследуемой транскетолазы ТДФ лишь в кон-
трольной группе  (рис.  3), у контрольных пациен-
тов не наблюдается снижение активности фер-
мента в ответ на прием витамина  В1, которое 
демонстрируют пациенты с ШМТ  (рис.  2), предо-
ставляя дополнительное свидетельство разной 
регуляции транскетолазы тиамином у здоровых 
людей и пациентов с ШМТ. Такое подавление 
активности фермента при введении тиамина хо-
рошо выражено при наблюдении трех пациенток 
с ШMT1А  (рис.  1). Снижение активности общей 
транскетолазы в ответ на введение  В1 может 
быть опосредовано регуляцией экспрессии генов 
тиамином/ТДФ  [136,  137]. Отрицательная регуля-
ция может быть связана с многогранной ролью 
тиамина/ТДФ в антиоксидантной защите и це-
лостности ДНК (см.  обзор Contestabile  et  al.  [138]). 
Не  исключены и изменения метаболома хозяина 
посредством ТДФ-рибопереключателя у кишечной 
микробиоты человека  [139].

Таким образом, пациентам с ШMT присуща 
иная регуляция транскетолазы ТДФ и его пред-
шественником тиамином in  vivo, по сравнению с 
контрольной группой, хотя средние уровни ТДФ, 
транскетолазы или распределение фермента ме-
жду апо- и холоформами существенно не отлича-
ются от значений в контрольной группе  (рис.  2). 
Отсутствие у пациентов с ШMT латентной (апо-) 
формы транскетолазы, которая может активиро-
ваться ТДФ при повышенных метаболических по-
требностях, например, при мышечном сокраще-
нии, может вносить вклад в известное снижение 
физической работоспособности и повышенную 
утомляемость  при  ШMT.

Связанные с полом изменения корреляций 
между параметрами тиаминового статуса крови 
у пациентов с ШМТ по сравнению со здоровыми 
людьми. Роль регуляции транскетолазы кофер-
ментом ТДФ в норме и при невропатии ШMT 
дополнительно подтверждается корреляционным 
анализом параметров тиаминового статуса у здо-
ровых людей и пациентов с ШMT. Выявленные 
половые различия в этих корреляциях могут ле-
жать в основе как физиологической зависимости 
силы мышц-сгибателей пальцев кистей от пола, 
так и изменений взаимоотношений между транс-
кетолазой и ТДФ при ШMT (табл. 3). Действитель-
но, наши результаты показывают, что женщины 
контрольной группы обладают механизмами, 
позволяющими сохранять значительную часть 

транскетолазы в апоформе даже при высокой 
активности общей транскетолазы и достаточном 
уровне ТДФ. Напротив, уровень апо-транскето-
лазы у контрольных мужчин в большей степени 
определяется уровнем ТДФ. Эти взаимосвязи меня-
ются при ШMT, когда фракция апо-транскетолазы 
становится сильнее связанной с ТДФ у пациентов-
женщин, в то время как пациенты-мужчины при-
обретают механизмы, приводящие к снижению 
активностей общей транскетолазы и ее эндоген-
ной холоформы с повышением ТДФ.

Зависимость изменений корреляций между 
параметрами тиаминового статуса при заболева-
нии ШMT от пола, показанная в  табл.  3, подтвер-
ждает наблюдение о том, что выраженные кор-
реляции силы мышц-сгибателей пальцев кистей 
с ТДФ (положительные) и транскетолазой (отри-
цательные) наблюдаются у мужчин, но не у жен-
щин, страдающих ШMT  (рис.  5). Возможно, что у 
пациенток с ШMT влияние ТДФ на силу мышц-
сгибателей пальцев кистей в большей степени 
опосредовано другими ТДФ-зависимыми фермен-
тами. В  частности, существуют специфические 
для пола различия в экспрессии ферментов ТДФ-
зависимого пируватдегидрогеназного комплекса и 
его киназы  [140,  141].

Наши данные о половом диморфизме механиз-
мов регуляции транскетолазы тиамином согласу-
ются с известными из независимых исследований 
половыми различиями в метаболизме тиамина. 
В  частности, в разных популяциях потребление 
тиамина у здоровых мужчин было выше, чем у 
женщин  [68, 142, 143]. Данная особенность, под-
крепленная различиями в других тиамин-зависи-
мых процессах и их регуляции  [140, 141], может 
вносить вклад не только в более высокую мышеч-
ную силу мужчин, по сравнению с женщинами, но 
также и в зависимые от пола корреляции между 
параметрами тиаминового статуса как в контроль-
ной группе, так и у пациентов с  ШMT  (табл.  3). 
У  пожилых людей потребление тиамина обоими 
полами снижается, но у женщин с деменцией 
потребление тиамина ниже, чем у женщин кон-
трольной группы [120]. В модели приматов транс-
кетолаза эритроцитов и ее насыщение ТДФ изме-
няются в течение менструального цикла  [119].  
Эти особенности метаболизма тиамина, связан-
ные с полом и заболеванием, хорошо согласу-
ются с нашими выводами о том, что корреляции 
между различными параметрами тиаминового 
статуса крови зависят от пола и по-разному меня-
ются у пациентов-мужчин и пациентов-женщин 
при ШМТ  (табл.  3). В  этой связи стоит отметить,  
что различное взаимодействие между компонен-
тами тиамин-зависимой сети белков и метаболи-
тов может определяться не только изучаемыми 
параметрами крови и другими ТДФ-зависимыми 
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ферментами, но и белками, использующими тиа-
мин или его производные в качестве некофер-
ментных регуляторов, включая белки, участвую-
щие в нейротрансмиссии [21, 144].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В нашем исследовании показано, что тиа-
мин или его фармакологические формы улучша-
ют клинические показатели у пациентов с  ШМТ. 
Таким образом, пероральный прием высоких доз 
тиамина может быть рекомендован в качестве 
поддерживающей терапии при невропатии  ШМТ. 
Положительная взаимосвязь между уровнем ТДФ 
в крови и силой мышц-сгибателей пальцев ки-
стей у пациентов с  ШMT дополняет предыдущие 
сообщения о благоприятном влиянии тиамина 
при других невропатиях. Ответы транскетолазы 
крови на добавление ТДФ в среду измерения 
активности и введение тиамина in  vivo изменя-
ются при ШMT по сравнению со здоровым со-
стоянием. Корреляции между различными пара-
метрами, характеризующими тиаминовый статус 
в крови людей, показывают зависящие от пола 
изменения в системе процессов с участием тиа-
мина у пациентов с ШМТ по сравнению с кон-
трольной группой. В  результате представленного 
пилотного исследования выявлены ранее неиз-
вестные биохимические маркеры изменений в 
ТДФ-зависимом метаболизме при  ШМТ, что от- 
крывает путь к дальнейшему полномасштабному 
исследованию клинических улучшений у пациен-
тов с ШМТ при приеме витамина  В1 и его про-
изводных.
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Charcot–Marie–Tooth (CMT) neuropathy is a polygenic disorder of peripheral nerves with no effective 
cure. Thiamine (vitamin B1) is a neurotropic compound improving neuropathies. Our pilot study char-
acterizes therapeutic potential of daily oral administration of thiamine (100  mg) in CMT neuropathy 
and its molecular mechanisms. The patient hand grip strength is determined before and after the 
thiamine administration along with the blood levels of the thiamine coenzyme form (thiamine diphos-
phate, ThDP), activities of endogenous (without ThDP in the assay medium) holo-transketolase and total 
(with ThDP in the assay medium) transketolase, and the transketolase activation by ThDP [1-(holo-tran-
sketolase/total transketolase),%], corresponding to the fraction of the ThDP-free apo-transketolase.  
Single cases of administration of sulbutiamine (200  mg) or benfotiamine (150  mg) reveal their effects 
on the assayed parameters within those of thiamine. Administration of thiamine or its pharmacological 
forms increases the hand grip strength in the CMT patients. Comparison of the thiamin status in pa-
tients with varied forms of CMT disease to that of the control subjects without diagnosed pathologies 
has not found significant differences in the average levels of ThDP, holo-transketolase or transketolase 
distribution between the holo and apo forms. However, the transketolase regulation by thiamine/ThDP 
differs in the control and CMT groups. In the assay medium, ThDP does not activate transketolase of 
CMT patients, while the activation is statistically significant in the control group. Thiamine supple-
mentation in  vivo paradoxically decreases endogenous holo-transketolase in CMT patients, the effect 
not observed in the control group. Correlation analysis reveals sex-specific differences in relationships 
between the parameters of thiamine status in the control subjects and patients with CMT disease.  
Thus, our findings link physiological benefits of thiamine supplementation in CMT patients to the 
changes in their thiamine status, characterized by the blood levels of ThDP and transketolase regu-
lation.

Keywords: Charcot–Marie–Tooth disease, hand grip strength, thiamine, transketolase, sex-specific dif-
ferences in metabolism, sulbutiamine, benfotiamine
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Белки системы эксцизионной репарации нуклеотидов (NER) ответственны за обнаружение и 
удаление из ДНК широкого спектра объемных повреждений, благодаря чему вносят заметный 
вклад в поддержание стабильности генома в клетках млекопитающих. Диагностика функцио-
нального статуса NER в клетках имеет важное значение для выявления патологических изме-
нений в организме и оценки эффективности применения химиотерапевтических препаратов. 
В работе представлено описание способа оценки эффективности удаления объемных поврежде-
ний ДНК in  vitro, основанного на использовании  qPCR. С  помощью разработанного метода про-
ведена сравнительная оценка активности NER на экстрактах клеток двух млекопитающих с раз-
личной продолжительностью жизни  – долгоживущего голого землекопа (Heterocephalus glaber) 
и короткоживущей мыши (Mus musculus). Было показано, что белки экстракта клеток H.  glaber 
в 1,5 раза более эффективно удаляют объемное повреждение из модельного ДНК-субстрата, чем 
белки экстракта клеток M.  musculus, что согласуется с экспериментальными данными, получен-
ными ранее. Представленная разработка может найти применение не только в фундаменталь-
ных исследованиях репарации ДНК в клетках млекопитающих, но и в клинической практике.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: репарация ДНК, PCR, долголетие.

DOI: 10.31857/S0320972524070026 EDN: WNPEPB

Принятые сокращения: ОДН  – последовательность олигонуклеотидов; BER  – эксцизионная репарация 
оснований; NER  – эксцизионная репарация нуклеотидов; nFlu  – N-[6-(5(6)-флуоресцеинилкарбамоил)  гекса-
ноил]-3-амино-1,2-пропандиол; TEG  – тетраэтиленгликоль.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Системы репарации ДНК обеспечивают под-
держание стабильности генома в клетках живых 
организмов, удаляя постоянно возникающие в 
результате воздействий экзогенных и эндоген-
ных факторов повреждения для восстановления 
структуры ДНК  [1]. Белки эксцизионной репара-
ции нуклеотидов (nucleotide excision repair, NER) 
удаляют из ДНК широкий спектр объемных по-
вреждений, в том числе аддукты, формирующие-
ся под действием УФ-света и вредных полицикли-

ческих соединений из окружающей среды. Такие 
аддукты вызывают значительные нарушения 
регулярной двуцепочечной структуры ДНК, кото-
рые распознаются фактором XPC, инициирующим 
привлечение TFIIH и последующую сборку репа-
рационного комплекса на поврежденном участке 
ДНК. После верификации повреждения хеликазой 
XPD происходит катализируемая эндонуклеазами 
XPF-ERCC1 и XPG эксцизия фрагмента ДНК, содер-
жащего объемное повреждение. Образующаяся 
брешь застраивается в результате репаративного 
синтеза с использованием в качестве матрицы 
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неповрежденной цепи ДНК и последующего ли-
гирования; в результате исходная структура ДНК 
восстанавливается  [1].

Поскольку активность систем репарации ДНК 
определяет устойчивость клеток к воздействию 
генотоксического стресса, оценка функциональ-
ного статуса той или иной системы репарации 
ДНК в клетках имеет важное значение в клинике 
и проводится с целью диагностики различных па-
тологических состояний. Нарушение работы  NER 
является причиной развития таких заболеваний, 
как пигментная ксеродерма и синдром Коккейна, 
а снижение активности  NER, как предполагается, 
может увеличивать предрасположенность к раз-
витию раковых заболеваний и преждевремен-
ному старению  [2–4]. При этом повышенная ак-
тивность NER, характерная для раковых клеток, 
может снижать эффективность применения хи-
миотерапевтических препаратов, действие кото-
рых основано на образовании объемных аддуктов  
в  ДНК  [5–7].

В большинстве работ по изучению NER оцени-
вали специфическую эксцизионную активность 
белков прямой детекцией продуктов эксцизии 
модельных ДНК либо путем постэксцизионного 
радиоактивного мечения 3′-концов этих продук-
тов [8–11]. Существенным недостатком этих мето-
дов, ограничивающим их применение в клинике, 
является необходимость использования радиоак-
тивной метки при создании модельной ДНК, либо 
детекции продуктов эксцизии. В связи с этим осо-
бую значимость для определения активности NER 
in  vitro приобретают методы, основанные на ко-
личественной ПЦР (quantitative polymerase chain 
reaction, qPCR). Возможность оценки эффектив-
ности протекания репарации путем измерения 
флуоресценции в сочетании с простой и быстрой 
процедурой выполнения делает методы, основан-
ные на qPCR, перспективными инструментами 
для применения не только в исследовательских 
целях, но и в медицине. К  настоящему моменту 
описаны два варианта методики измерения ак-
тивности NER, включающие использование qPCR, 
которые различаются по степени сложности про-
цедуры, архитектуре модельных ДНК и типу уда-
ляемых объемных повреждений (УФ-повреждения 
и ДНК-белковая сшивка)  [12,  13].

Целью настоящей работы стала разработка ме-
тода оценки эффективности удаления объемных 
повреждений in vitro с использованием qPCR и од-
ного из эффективно узнаваемых (и процессируе-
мых) белками NER повреждений  – аналога поли-
циклических объемных повреждений  [8,  10,  14].  
Разработанный подход был применен для сравни-
тельной оценки эффективности работы системы 
NER в клетках млекопитающих с различной про-
должительностью жизни – долгоживущего голого 

землекопа (Heterocephalus glaber) и короткоживу-
щей мыши (Mus musculus). Полученные результа
ты показывают, что белки клеток H.  glaber более 
эффективно удаляют объемные повреждения ДНК, 
это согласуется с ранее опубликованными дан-
ными, полученными методом постэксцизионного 
мечения  [14].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение ДНК-субстратов. Последователь-
ности олигонуклеотидов  (ОДН), использованных 
для синтеза ДНК-субстратов, представлены в таб-
лице  1.

Для получения цепи ДНК, содержащей ненук-
леотидную модификацию N-[6-(5(6)-флуоресцеи-
нилкарбамоил)гексаноил]-3-амино-1,2-пропан-
диол (nFlu), смешивали ОДН-1, ОДН-2-nFlu, ОДН-3, 
ОДН-4 и ОДН-5 в эквимолярном соотношении, по-
сле чего инкубировали при температуре  95  °C в 
течение 5 мин и медленно охлаждали до комнат-
ной температуры. Реакционную смесь для про-
ведения лигирования, которая содержала смесь 
гибридизованных ОДН  (10 мкМ), Т4  ДНК-лига
зу (2 ед./мкл; «СибЭнзим», Россия), ATP  (10 мМ) 
и 1× буфер для Т4  ДНК-лигазы (50 мМ  Tris-HCl 
(pH 7,5); 10 мМ MgCl2; 10 мМ ДТТ; 1 мМ АТР), инку-
бировали в течение 16–18 ч при температуре 12 °C.  
Инактивацию реакции проводили в течение 
20 мин при температуре 70  °C. Продукты реакции 
лигирования разделяли в 10%-ном ПААГ в дена-
турирующих условиях, а целевую одноцепочеч-
ную (оц.) ДНК выделяли из геля электропереносом 
на DEAE-бумагу («Whatman», Великобритания). 
Элюцию целевой оц.  ДНК с DEAE-бумаги прово-
дили при 70  °С четырьмя порциями (30  мкл) 3 М 
водного раствора LiClO4, после чего ДНК осаждали 
5-кратным избытком холодного ацетона и инкуби-
ровали 30–40 мин при –20 °С. После центрифугиро-
вания (10 мин, 12 000 g, 4  °С) супернатант удаляли, 
а осадок промывали холодным ацетоном. Затем 
осадок высушивали при комнатной температуре 
и растворяли в Н2О.

Аналогичные процедуры выполняли при син-
тезе немодифицированной цепи (использовали 
ОДН-1, ОДН-2, ОДН-3, ОДН-4 и ОДН-5) и комплемен-
тарной цепи ДНК, содержащей модификацию на 
основе тетраэтиленгликоля  (TEG) (использовали 
ОДН-6, ОДН-7, ОДН-8, ОДН-9 и ОДН-10). Концен-
трацию полученных оц.  ДНК определяли путем 
измерения поглощения раствора при длине вол-
ны 260 нм на спектрофотометре U-0080D («Hitachi 
High-Technologies», Япония).

Для формирования модельных ДНК-дуплек-
сов nFlu- и TEG-содержащие цепи (nFlu/TEG-ДНК), 
а также немодифицированную и TEG-содержащую 
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Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов и праймеров, использованных в работе

Наименование Последовательность

Олигонуклеотиды

ОДН-1 cgatgaagctggtggtcaactggtcctccatgaagcgggtccaagtcggcagtaccggcataacc

ОДН-2-nFlu aagcctatgcctacagcatccaggg(nFlu)gacggtgccgaggatgacgatgagcgca

ОДН-2 aagcctatgcctacagcatccagggcgacggtgccgaggatgacgatgagcgca

ОДН-3 ttgttagatttcatacacggtgatgctacaagttcgtggcg

ОДН-4 gtaggcataggcttggttatgccggtactg

ОДН-5 gtatgaaatctaacaatgcgctcatcgtcatcctcg

ОДН-6 cgccacgaacttgtagcatcaccgtgtatgaaatctaacaa

ОДН-7 tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt

ОДН-8 ggttatgccggtactgccgacttggacccgcttcatggaggacc(PS-TEG)gttgaccaccagcttcatcg

ОДН-9 gacgatgagcgcattgttagatttcatacacgg

ОДН-10 taccggcataaccaagcctatgcctaca

ОДН-11 agctgctgctcatctcgagatctgagtacattggattgccattctccgagtgtattaccgtgacg

Праймеры

Праймер 1 cgccacgaacttgtagcatc

Праймер 2 cgatgaagctggtggtcaa

Примечание. ОДН  – последовательность олигонуклеотидов. Выделение полужирным шрифтом: nFlu  – 
N-[6-(5(6)-флуоресцеинилкарбамоил) гексаноил]-3-амино-1,2-пропандиол; PS-TEG  – тетраэтиленгликоль с вве-
денной с 5′-стороны фосфотиоатной группой.

цепи (nm/TEG-ДНК) смешивали в эквимолярном 
соотношении, после чего инкубировали при тем-
пературе 95  °C в течение 5  мин и медленно охла-
ждали до комнатной температуры. Химические 
структуры nFlu и TEG представлены  на  рис.  1.

Культивирование клеток. Фибробласты кожи 
голого землекопа  (NSF8) культивировали в среде 
αMEM, содержащей эмбриональную сыворотку 

теленка (15%  v/v; «Thermo Fisher Scientific», США),  
10%  AmnioMAX  II Complete Medium («Thermo Fisher 
Scientific»), основной фактор роста фибробластов 
(bFGF; 5  нг/мл; «ПанЭко», Россия), пеницилин 
(0,1  ед./мл), стрептомицин (100  мкг/мл) и амфо-
терицин  Б (2,5  мкг/мл), при температуре 32  °C в 
атмосфере 5%  CO2. Эмбриональные фибробласты 
мыши культивировали в среде αMEM, содержащей 

а б

Рис. 1. Химические структуры nFlu  (а) и  TEG  (б)
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эмбриональную сыворотку теленка (15%  v/v;), пе-
ницилин (0,1  ед./мл), стрептомицин (100  мкг/мл) 
и амфотерицин  Б (2,5  мкг/мл), при температуре 
37  °C в атмосфере 5%  CO2. Все клеточные линии 
были предоставлены ИМКБ  СО  РАН («Коллекция 
культур клеток общебиологического назначения»; 
№  0310-2016-0002).

Получение NER-компетентных клеточных 
экстрактов. Работу проводили по протоколу, 
представленному в работе Reardon и  Sancar  [15]. 
Клетки ресуспендировали в четырех  PCV (packed 
cell volume  – объем биомассы клеток, предвари-
тельно собранных центрифугированием в тече-
ние 10  мин при  1000  g) гипотонического буфера 
для лизиса (10  мM  Tris-HCl (pH  8,0); 1  мM  ЭДТА; 
5  мМ  ДТТ) и выдерживали в течение 20  мин во 
льду, после чего разрушали с помощью стеклян
ного гомогенизатора Поттера с использованием 
плотно притертой пары (20  движений пестика). 
Полученный гомогенат, помещенный в стек-
лянный стаканчик на ледяной бане, раство-
ряли в 4  PCV сахарозно-глицеринового буфера 
(50  мM  Tris-HCl (pH  8,0); 10 мM MgCl2; 2 мM ДТТ; 
25%  (m/v) сахарозы; 50%  (v/v) глицерина), после 
чего к нему добавляли 1  PCV насыщенного ней-
трализованного раствора (NH4)2SO4 (pH 7,0) в тече-
ние  30  мин.

После ультрацентрифугирования (3  ч, 100  000  g, 
4  °С) супернатант собирали, после чего к нему 
добавляли сухой измельченный (NH4)2SO4 (из рас-
чета 0,33  г/мл) и 1  M NaOH для поддержания ней-
трального pH, и перемешивали в течение 30 мин. 
Осадок собирали центрифугированием (45  мин, 
12  000  g, 4  °С), после чего растворяли в равном 
объеме буфера для NER-компетентных экстрактов 
(25  мM  Hepes (pH  7,9); 100  мM  KCl; 12  мM  MgCl2; 
0,5  мM  ЭДТА; 2  мM  ДТТ; 12%  (v/v)  глицерина). 
Полученный раствор диализовали против 500  мл 
того же буфера в течение 2  ч, после чего диализ-
ный буфер заменяли на свежеприготовленный и 
диализ вели еще 14–16  ч. Осадок денатурирован-
ного белка удаляли центрифугированием (10 мин, 
13  400  g, 4  °С). Полученный клеточный экстракт 
в виде аликвот замораживали в жидком азоте и 
хранили  при  –70  °С.

Определение концентрации белка в клеточ-
ных экстрактах. Концентрацию белка в препа-
ратах экстракта определяли по методу Бредфорда 
с использованием набора Quick Start™ Bradford 
protein assay («Bio-Rad Laboratories», США), следуя 
приложенной инструкции. В  качестве стандарта 
для построения калибровочной кривой использо-
вали  БСА.

Проведение реакции NER. Реакционную смесь 
для проведения реакции NER (30  мкл), которая 
содержала 16  нМ ДНК-субстрата, 0,4  мкг/мкл NER-
компетентного экстракта клеток, 0,5  мМ смесь дез-

оксинуклеозидтрифосфатов  (dNTP), 0,066  ед./мкл  
Taq ДНК-полимеразы и 0,5  мкМ олигонуклео-
тид (ОДН-11) для защиты от нуклеаз, специфич-
ных к оц.  участкам ДНК  (таблица), в буфере 
(25 мМ Тris-HCl (pH 7,8); 45  мМ NaCl; 4,4 мМ MgCl2; 
0,1  мМ  ЭДТА; 4  мМ  ATP), инкубировали при 30  °C 
в течение 30  мин. Реакцию останавливали про-
гревом реакционной смеси при 65  °C в течение 
20 мин. Аликвоту инактивированной после инку-
бации с белками экстракта реакционной смеси 
(1  мкл) разбавляли в H2O (до концентрации ДНК, 
равной 1  ×  10–12  М), после чего использовали для 
анализа с помощью PCR в режиме реального вре-
мени.

qPCR-анализ. Реакционная смесь (25  мкл) для 
проведения PCR содержала 1  мкл разбавленной  
инактивированной реакционной смеси для про-
ведения реакции  NER и следующие компоненты 
(указаны финальные концентрации): 0,3  мкМ  
праймеров 1 и 2  (табл. 1); 0,06  ед./мкл Taq ДНК-по- 
лимеразы с «горячим стартом»; 0,25  мМ смесь 
dNTP; 0,5×  краситель SYBR Green  I («Lumiprobe», 
Россия); 1×  PCR-буфер (75  мМ  Tris-HCl (pH  8,8); 
2  мМ  (NH4)2SO4, 0,01%  Tween  20; 3  мМ  MgCl2). Реак-
цию проводили в 96-луночных планшетах (бе-
лый, низкопрофильный пластик; «BIOplastics BV», 
Нидерланды) на амплификаторе LightCycler  96 
(«Roche», Швейцария) при заданной програм-
ме  PCR: 95  °C  – 5  мин, 1  цикл; 95  °C  – 15  с, 58  °C  – 
15  с, 72  °C – 10  с (считывание сигнала), 35  циклов; 
плавление продуктов PCR; охлаждение до  37  °C.

Полученные в ходе анализа кривых ампли-
фикации значения порогового цикла  С(t) были 
использованы для расчета разницы  dC(t) по  фор-
муле  (1):

dC(t) = C(t)nFlu/TEG-ДНК – C(t)x,	 (1)

где C(t)x  – значение С(t) для анализируемой про-
бы; C(t)nFlu/TEG-ДНК  – значение С(t) для nFlu/TEG-ДНК 
в контрольном образце, который не подвергался 
воздействию белков клеточного экстракта.

Статистическую значимость определяли с 
помощью t-критерия Стьюдента, где *  p  <  0,05; 
**  p  <  0,01; ***  p  <  0,001.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Мы разработали основанный на использова-
нии qPCR метод оценки эффективности удаления 
объемных повреждений in  vitro, который вклю-
чает использование в качестве субстрата про-
тяженного (160  п.н.) линейного ДНК-дуплекса, со-
держащего по одному модифицированному звену 
в каждой из цепей, и NER-компетентных клеточ-
ных экстрактов  (рис.  2).
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Рис. 2. Схематическое изображение предлагаемого подхода для оценки эффективности удаления объемных 
повреждений in  vitro с помощью  qPCR

Объемная модификация nFlu хорошо рас-
познается и удаляется из ДНК белками системы 
NER  [8, 10,  14]. Необъемная модификация на ос-
нове TEG представляет собой аналог апурин/апи-
римидинового сайта и, предположительно, может 
подвергаться воздействию белков системы экс-
цизионной репарации оснований (base excision 
repair, BER), однако введенная с 5′-стороны от TEG 
фосфотиоатная группа, устойчивая к воздействию 
нуклеаз  [16], блокирует процессинг TEG эндоген-
ной АР-эндонуклеазой экстрактов. Присутствие 
этих модификаций в цепях ДНК-субстрата пре-
пятствует элонгации праймеров  1 и  2, катализи-
руемой Taq ДНК-полимеразой в ходе PCR  (рис.  2). 
Удаление белками системы NER фрагмента ДНК, 
содержащего  nFlu, должно приводить к вос-
становлению структуры одной из цепей ДНК, в 
результате чего данная цепь может быть копи-
рована при элонгации праймера  1. Образуемая 
при этом копия ДНК, не несущая модификаций, 
становится полноценной матрицей, которая бес-
препятственно будет амплифицироваться в после-
дующих циклах  PCR.

В процессе разработки метода нами были 
сконструированы и использованы два типа мо-
дельных ДНК. nFlu/TEG-ДНК содержит обе моди-
фикации и является субстратом для системы 
NER  (рис.  2). Взаимное расположение nFlu и TEG 

в модельной ДНК таково, что присутствие TEG не 
влияет на способность nFlu подвергаться реакции 
специфической эксцизии, катализируемой белка-
ми NER [11]. nm/TEG-ДНК, содержащая только TEG, 
имитирует продукт репарации цепи ДНК-субстра-
та, содержащей объемное повреждение  (рис.  2).

С использованием синтезированных матриц 
и SYBR Green  I в качестве флуоресцентного кра-
сителя была проведена PCR для оценки условий 
амплификации. Эффективность PCR рассчиты-
вали на основе данных калибровочного графика, 
для построения которого была использована nm/
TEG-ДНК в интервале концентраций от  4  ×  10–11 
до  4  ×  10–15  М  (рис.  3,  а–в).

Для оценки амплификации модельных nFlu/
TEG-ДНК и nm/TEG-ДНК мы выбрали концентра-
цию ДНК, равную 4  ×  10–12  М. Результаты про-
веденной сравнительной оценки амплификации 
nFlu/TEG-ДНК и nm/TEG-ДНК подтвердили возмож-
ность использования ДНК-субстрата, сконструи-
рованного нами  (рис.  3,  г). Значение порогового 
цикла  C(t) для nm/TEG- и nFlu/TEG-ДНК состави-
ло 12,12  ±  0,29 и  19,28  ±  0,52 цикла соответствен-
но  (рис.  3,  д); разница в значениях порогового 
цикла между nFlu/TEG- и nm/TEG-ДНК (dC(t)) соста-
вила 7,17  ±  0,43  цикла. Таким образом, субстрат и 
продукт реакции специфической эксцизии раз-
личимы в ходе проведения  PCR.
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Рис.  3. Анализ результатов амплификации nFlu/TEG- и nm/TEG-ДНК. Представлены кривые амплификации 
стандартных образцов nm/TEG-ДНК  (а), калибровочный график  (б) и результаты расчета эффективности 
амплификации nm/TEG-ДНК  (в). г  –  Пример кривых амплификации nm/TEG- и nFlu/TEG-ДНК; д  –  средние 
значения  С(t) и стандартное отклонение для nm/TEG- и nFlu/TEG-ДНК, полученные по результатам трех из-
мерений; е  – кривые плавления продуктов амплификации nm/TEG- и nFlu/TEG-ДНК

Одной из возможных причин амплификации 
nFlu/TEG-ДНК может быть присутствие в препа-
рате синтетической примеси ДНК, содержащей 
цепь без модификации (nm/TEG-ДНК). Тем не 
менее при анализе кривых плавления продук-
тов амплификации nFlu/TEG-ДНК и nm/TEG-ДНК 
мы наблюдали расхождение пиков кривых плав-
ления PCR-продуктов и, как следствие, выявили 
незначительное различие в их температурах 
плавления (Tm)  – 90,37  ±  0,11  °C для nFlu/TEG-ДНК 
и 90,99  ±  0,03  °C для nm/TEG-ДНК соответствен-
но  (рис.  3,  е). На  основе этих данных мы предпо-
лагаем, что образуемые продукты амплификации 
nFlu/TEG-ДНК и nm/TEG-ДНК несколько отлича-
ются по своей нуклеотидной последовательно-
сти, что может быть обусловлено склонностью 
Taq ДНК-полимеразы к транслезионному синтезу, 
в результате которого на этапе элонгации прай-
мера фермент c невысокой вероятностью может 
включать в цепь случайный нуклеотид (предпо-

чтительно дезоксиаденозин) напротив объемной 
модификации  ДНК  [17–20].

Используя сконструированный субстрат nFlu/
TEG-ДНК, мы провели оценку эффективности уда-
ления объемных повреждений ДНК in  vitro бел-
ками клеток долгоживущего голого землекопа 
(H.  glaber) и короткоживущей мыши (M.  musculus) 
с помощью  qPCR. К  настоящему времени извест-
но, что клетки H.  glaber демонстрируют высокую 
устойчивость к генотоксическим воздействиям, 
онкотрансформации и клеточному старению, 
что во многом обеспечивается эффективным  
функционированием клеточных систем под-
держания стабильности генома  [21–24]. Сравни-
тельная оценка эксцизионной активности NER 
в клетках H.  glaber и M.  musculus ранее проводи-
лась с применением метода постэксцизионного 
мечения продуктов специфической эксцизии  [14]. 
Результаты контрольных экспериментов, про-
веденных в данном исследовании, показали,  
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Рис.  4. Сравнительная оценка эффективности репарации nFlu/TEG-ДНК белками экстракта клеток Hetero­
cephalus glaber и Mus musculus с помощью  qPCR. Кривые амплификации nm/TEG-ДНК (фиолетовый цвет), 
nFlu/TEG-ДНК (зеленый цвет) и nFlu/TEG-ДНК после 30  мин инкубации с белками экстракта (темно-зе-
леный цвет), полученные для H.  glaber  (а) и M.  musculus  (б); в  –  сравнение эффективности репарации  
nFlu/TEG-ДНК белками NER экстракта клеток H.  glaber (синий цвет) и M.  musculus (красный цвет) в зави-
симости от времени инкубации; г  –  диаграмма, демонстрирующая различия в эффективности репарации  
nFlu/TEG-ДНК белками экстракта H.  glaber (синий цвет) и M.  musculus (красный цвет) после 30  мин инкуба-
ции; д – оценка воздействия белков экстрактов клеток H.  glaber и M.  musculus на nm/TEG-ДНК, не содержащей 
объемного повреждения, после 30  мин инкубации; е  –  пример кривых плавления продуктов амплифика-
ции nm/TEG-ДНК (фиолетовый цвет), nFlu/TEG-ДНК (зеленый цвет) и nFlu/TEG-ДНК после 30  мин инкуба-
ции с белками NER (темно-зеленый цвет) экстракта клеток M.  musculus. Представлены результаты трех  
биологических повторов со стандартным отклонением, ***  p  <  0,001

что эффективность эксцизии поврежденного 
фрагмента ДНК, содержащего nFlu, из модельного 
ДНК-дуплекса (137 п.н.) белками экстракта клеток 
H.  glaber была в 1,5–2  раза выше по сравнению с 
M.  musculus  [14]. Мы решили сопоставить резуль-
таты, полученные с помощью разработанного 
метода, с данными, ранее полученными нами в 
работе Evdokimov  et  al.  [14], для чего в качестве 
модельных систем были использованы анало-
гичные препараты экстрактов клеток H.  glaber и 

M.  musculus. Чтобы адаптировать протокол про-
ведения реакции NER к последующей детекции 
методом  qPCR, мы внесли в него некоторые из-
менения.

Для проведения PCR критически важен не 
только этап специфической эксцизии объемного 
повреждения, но и этап восстановления натив-
ной структуры цепи  (рис.  2). Используемые в ка-
честве модельных систем для определения актив-
ности NER in  vitro NER-компетентные клеточные 
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экстракты, полученные из клеток или тканей раз-
личных типов, могут различаться по содержанию 
необходимых для застраивания одноцепочечной 
«бреши» компонентов, что может существенно 
повлиять на результаты, полученные при оцен-
ке эксцизионной активности NER с использова-
нием клеточных экстрактов. Чтобы нивелиро-
вать эти эффекты, мы добавляли в реакционную 
смесь для проведения NER Taq ДНК-полимеразу и 
смесь  dNTP.

С использованием разработанного протокола 
была проведена сравнительная оценка зависимо-
сти эффективности репарации nFlu/TEG-ДНК от 
времени инкубации с белками экстракта клеток 
H.  glaber и M.  musculus  (рис.  4,  а  и  б).

Расчет эффективности репарации nFlu/TEG-
ДНК осуществляли на основе полученных сред-
них значений  dC(t), переведенных в проценты. 
При расчетах за  100% было принято значение 
разницы в  C(t) для nFlu/TEG- и nm/TEG-ДНК, полу-
ченное в базовых контрольных экспериментах, 
проведенных без выдерживания модельных ДНК 
с белками экстракта. Эффективность репарации 
nFlu/TEG-ДНК была более высокой на всем вре-
менном промежутке инкубации с белками экс-
тракта клеток H.  glaber  (рис.  4,  в) и после 30  мин 
составила 55,67  ±  0,42%, в то время как после ин-
кубации с белками экстракта клеток M.  musculus 
эффективность репарации была значительно 
ниже и составила 35,17  ±  1,42% соответственно 
(рис.  4,  г). Инкубация nm/TEG-ДНК с белками экс-
трактов в течение 30  мин не приводила к замет-
ному изменению в значениях C(t), что говорит об 
отсутствии значимого влияния неспецифического 
воздействия белков экстрактов в обоих случаях. 
Белки экстракта клеток H.  glaber практически 
в 1,5  раза более эффективно удаляли объемное 
повреждение nFlu из модельного ДНК-субстрата, 
чем белки экстракта клеток M.  musculus. Полу-
ченные данные согласуются с результатами кон-
трольных экспериментов, выполненных нами 
ранее с использованием аналогичных препаратов 
клеточных экстрактов методом постэксцизион-
ного мечения продуктов эксцизии  [14]. Сходство 
значений Tm и положения пиков кривых плав-
ления продуктов амплификации, которые мы 
наблюдали для nFlu/TEG-ДНК, процессированной 
белками экстракта, и контрольной nm/TEG-ДНК  
(90,98  ±  0,04  °C и  91,00  ±  0,06  °C соответственно), 
дополнительно подтверждает факт удаления объ-
емного повреждения из ДНК и восстановление её 
корректной нуклеотидной последовательности в 
процессе репарации  (рис.  4,  г).

Несмотря на то что использованные для про-
верки разработанного метода фибробласты кожи 
долгоживущего H.  glaber и эмбриональные фибро-
бласты короткоживущей M.  musculus различаются 

по своей природе, что может несколько снижать 
наблюдаемую разницу между эффективностью 
удаления объемных повреждений белками экс-
трактов этих млекопитающих, сравнительная 
оценка, проведенная методом постэксцизионного 
мечения и с использованием qPCR, свидетель-
ствует о том, что удаление объемных поврежде-
ний системой NER действительно осуществляется 
более эффективно в клетках H.  glaber. Это согла-
суется с современными представлениями о зна-
чительном вкладе систем репарации ДНК в обес-
печении высокой стабильности генома H.  glaber, 
обитающего в условиях постоянного окислитель-
ного стресса  [25–27]. Не исключено, что в эффек-
тивном удалении объемных повреждений в клет-
ках H.  glaber могут играть важную роль и другие 
системы репарации ДНК, такие как BER, высокая 
активность которой также была отмечена в клет-
ках H.  glaber  [14,  27]. Возможность участия белков 
BER и не только этой системы в репарации УФ-по-
вреждений недавно была продемонстрирована в 
экспериментах на клетках человека, дефицитных 
по XPA  – одного из основных белковых факторов, 
вовлеченных в процесс NER  [28,  29]. Таким обра-
зом, разработанный метод открывает перспек-
тивы для дальнейшего использования в иссле-
дованиях, направленных не только на изучение 
репарации ДНК в клетках долгоживущих млеко-
питающих, но и на поиск функциональной взаи-
мосвязи различных систем репарации ДНК, участ-
вующих в  удалении объемных повреждений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработанный нами способ позволил оце-
нить эффективность удаления объемных повреж-
дений ДНК in  vitro с использованием экстрактов 
клеток долгоживущего H.  glaber и короткоживу-
щей M.  musculus. Белки экстракта клеток H.  glaber 
обеспечивали более эффективное распознавание 
и удаление объемного повреждения nFlu из мо-
дельного ДНК-субстрата по сравнению с белками 
экстракта клеток M.  musculus, что согласуется 
с ранее опубликованными данными  [14]. Таким 
образом, простая и быстрая процедура выпол-
нения разработанного способа, основанного на 
использовании qPCR-анализа, может способство-
вать его дальнейшему широкому применению 
как в фундаментальных исследованиях процесса 
репарации ДНК, так и для оперативной оценки 
репаративного статуса пациентов, применяемой 
в клинической практике.
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Длительная, на протяжении нескольких тысячелетий, адаптация предков коренных народов 
Крайнего Севера Азии и Америки к экстремальным природно-климатическим условиям Арк-
тики привела к изменениям генов, контролирующих различные метаболические процессы.  
Однако основная часть генетической вариабельности у эскимосов и палеоазиатов (чукчей и 
коряков) связана с адаптацией к традиционной «арктической» диете, богатой липидами и бел-
ками, но крайне скудной в отношении растительных углеводов. Результаты популяционно-гене-
тических исследований показали, что у эскимосов и палеоазиатских народов распространены 
специфические варианты полиморфизма в генах, связанных с метаболизмом липидов (гены 
CPT1A, FADS1, FADS2 и CYB5R2) и углеводов (гены AMY1, AMY2A и SI). При отходе от традицион-
ной диеты эти варианты полиморфизма приводят к метаболическим нарушениям. Специфич-
ные для американских эскимосов варианты полиморфизма в генах, связанных с метаболиз-
мом глюкозы (гены TBC1D и ADCY), значительно повышают риск развития диабета 2-го типа.  
Все эти обстоятельства указывают на необходимость проведения широкомасштабного генетиче-
ского тестирования коренного населения Крайнего Севера и изучения биохимических и физио-
логических последствий генетически детерминированных изменений активности ферментов 
метаболизма липидов и углеводов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: адаптация человека, Арктика, гены липидного обмена, гены углеводного 
обмена.
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Принятые сокращения: ПНЖК  – полиненасыщенные жирные кислоты.

ВВЕДЕНИЕ

Современные люди, Homo sapiens, довольно 
быстро в эволюционном масштабе  – менее чем 
за 70  тыс. лет  – заселили практически всю пла-
нету, проделав огромный путь из Африки на все 
остальные континенты и адаптируясь при этом 
к жаре, холоду, различной высоте проживания и 
множеству встреченных на пути болезнетворных 
микроорганизмов. По всей видимости, основной 
причиной, предоставившей преимущества на-
шим предкам перед более ранними архаичными 
популяциями людей, включая неандертальцев и 
денисовцев, стал быстрый рост численности и 
высокий уровень генетической гетерогенности 
популяций сапиенсов. Об этом свидетельствуют 

результаты палеогеномных исследований, про-
ведённых за последние 15  лет  [1]. Полученные 
данные продемонстрировали широкие способно-
сти генома адаптироваться к специфическим вы-
зовам природной среды или климата, с которы-
ми сталкивалось человечество  [2]. А накопление 
разнообразных генетических вариантов в круп-
ных популяциях, в том числе благодаря эпизодам 
смешения c неандертальцами и денисовцами на 
ранних этапах эволюции H. sapiens, способство-
вало повышению устойчивости этих групп к кли-
матическим или экологическим воздействиям, а 
также открывало путь к дальнейшей экспансии 
популяций людей [1, 3].

Следствием одного из наиболее жёстких при-
родных экспериментов стало появление культур 
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арктических морских охотников  [4–7]. Помимо 
испытания экстремальными условиями Крайне-
го Севера, им пришлось адаптироваться к весьма 
скудным пищевым ресурсам, предоставляемым 
Арктикой. Традиционная диета морских зверобоев 
основывалась на потреблении главным образом 
мяса и жира морских млекопитающих (тюленей, 
моржей и китов) и рыбы, богатых полиненасы-
щенными жирными кислотами (ПНЖК). При этом 
аборигены Крайнего Севера испытывали большой 
дефицит растительных углеводов. С течением 
времени, однако, в генофонде предков морских 
охотников произошли изменения, связанные с 
адаптацией к крайне неблагоприятным условиям 
природной среды Арктики. Между тем археологи 
предполагают, что арктическая зона была освоена 
охотниками и рыболовами, уже адаптированны-
ми к употреблению морской пищи [5]. Считается, 
что морские адаптации, проявляющиеся в специ-
фике образа жизни и экономики групп людей, 
возникли примерно 9 тыс. лет назад в климатиче-
ски умеренной и высокопродуктивной северо-во-
сточной части Тихого океана, и только примерно 
5  тыс. лет назад (и наиболее интенсивно при-
мерно 3,5  тыс. лет назад) они распространились 
на севере  – на побережье и островах Охотского, 
Берингова и Чукотского морей  [5,  7].

АДАПТИВНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ  
ГЕНОВ МЕТАБОЛИЗМА ЛИПИДОВ  
В АРКТИЧЕСКИХ ПОПУЛЯЦИЯХ

Одним из первых обнаруженных генетиче-
ских вариантов, свидетельствующих об адап-
тации предков морских охотников к условиям 
Арктики, является «арктическая» мутация в гене 
CPT1A, кодирующем печёночную изоформу кар-
нитин-пальмитоилтрансферазы типа  1A, которая 
катализирует перенос ацильной группы с молеку-
лы ацил-CоА на молекулу карнитина  [8, 9]. Ацил-
карнитины затем переносятся через внутрен-
нюю мембрану митохондрий для осуществления 
β-окисления. Появление «арктической» мутации 
обусловлено нуклеотидной заменой G → A в локу-
се rs80356779 (аминокислотная замена Рro479Leu) 
гена CPT1A  [8]. С наибольшими частотами (50–
70%) этот вариант полиморфизма распространён 
в популяциях эскимосов, чукчей, коряков и дру-
гих народов Охотоморского региона, хозяйствен-
ный уклад которых связан с морским зверобой-
ным промыслом  [10,  11]. С низкими частотами 
(1–10%) вариант rs80356779-A был выявлен у эвен-
ков Якутии, долган и нганасан Таймыра, нивхов 
и нанайцев, что может объясняться миграциями 
морских охотников на протяжении последних 
3 тыс. лет  [12–14] (рисунок).

Палеогеномные исследования, проведённые 
в широком диапазоне времени (от палеолита до 
средневековья), показали, что «арктическая» му-
тация в гене CPT1A появилась у палеоэскимосов 
археологической культуры Саккак (Гренландия) 
примерно 4 тыс. лет назад и немного позже у 
представителей токаревской культуры (Северное 
Приохотье, примерно 3 тыс. лет назад), и у древ-
них жителей поселения Эквен (Чукотка, пример-
но 2 тыс. лет назад) [4, 15]. В то же время вариант 
rs80356779-A был зарегистрирован и на юге При-
охотья  – у носителей культуры позднего дзёмона 
(Хоккайдо, 3,5–3,8  тыс. лет назад), которые также 
активно охотились на морских животных  [16]. 
Предпринятый с помощью филогенетического ана-
лиза поиск предковых гаплотипов показал, что 
вариант rs80356779-A появился на основе гаплоти-
па, несущего замену rs3794020-T в гене CPT1A  [10].  
Этот предковый вариант полиморфизма наблюда-
ется в основном в популяциях Восточной Азии  – 
у японцев (30%), корейцев (31%), вьетнамцев (37%). 
Таким образом, «арктическая» мутация возникла 
на основе восточноазиатского по происхождению 
гаплотипа, но достигла высоких частот только в 
самых северных популяциях, что связано, по всей 
видимости, с преимуществами, которые она дава-
ла своим носителям.

Предполагается, что поддержанию высо-
кой частоты варианта rs80356779-A гена CPT1A 
в популяциях эскимосов на протяжении многих 
поколений способствовал естественный отбор, 
связанный, скорее всего, с адаптацией как к тра-
диционной «арктической» диете, богатой омега-3 
ПНЖК, так и к холоду (таблица 1)  [9, 10, 17, 18]. 
Исследования ферментативной активности кар-
нитин-пальмитоилтрансферазы 1A, проведённые 
in vitro в культивируемых фибробластах, показа-
ли, что аминокислотная замена Р479L приводит 
к снижению каталитической активности фермен-
та, что вполне оправданно в условиях избытка 
омега-3 ПНЖК [8, 9]. Предполагается, что носители 
мутации Р479L в большей степени защищены от 
чрезмерно высоких уровней окисления жирных 
кислот и кетогенеза в условиях хронической «кето
генной диеты»  [9,  10]. Между тем более широкий 
анализ результатов биохимических, метаболиче-
ских и физиологических исследований показал, 
что отбор варианта 479Leu у предков эскимосов 
мог быть связан с бо́льшим числом метаболиче-
ских адаптаций  [18]. В первую очередь это отно-
сится к возможности экономии глюкозы в услови-
ях низкоуглеводной диеты и её перенаправлению 
на синтез гликогена в печени. Кроме этого, впол-
не вероятно, что из-за замены Рro479Leu увели-
чивается производство ацилкарнитинов, которые 
играют важную роль в метаболизме бурой жиро-
вой ткани [19], и тем самым снижается потребле-
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Рис. 1. Распространённость вариантов полиморфизма локуса rs80356779 гена CPT1A в популяциях Восточ-
ной Сибири и Аляски. Данные приводятся по работам Малярчук и соавт., Smolnikova et  al. и Li et  al.  [11–13]

Таблица  1. Гипотезы о селективном преимуществе «арктической» мутации в гене CPT1A (вариант rs80356779-A)

Гипотеза Значимые факторы Литературный  
источник

Защита от избыточного образования кетонов высокое потребление ПНЖК, низкое  
потребление углеводов [9,  10]

Снижение метаболических эффектов  
высокобелковой диеты

низкое потребление углеводов  
и высокое потребление белка [9]

Адаптация к холоду из-за изменений  
метаболизма бурой жировой ткани холод, высокое потребление ПНЖК [10]

Экономия глюкозы в условиях  
низкоуглеводной диеты

низкое потребление углеводов,  
высокое потребление белка, холод [18]

ние глюкозы бурой жировой тканью. Отмечалось 
также, что эскимосы-носители замены Pro479Leu 
характеризуются меньшим ростом, что способ-
ствует снижению теплопотерь и имеет адаптив-
ное значение в условиях холода  [20]. Всё это, по 
всей видимости, свидетельствует о том, что фор-
мирование арктических народов сопровождалось 
сопряжёнными процессами адаптации к диете и 
экстремальным факторам среды. Такая стратегия 

позволила выработать оптимальные механизмы 
терморегуляции и липидного обмена в суровых 
условиях Арктики и Субарктики.

С медико-генетической точки зрения вариант 
479Leu приводит к врождённому дефициту карни-
тин-пальмитоилтрансферазы типа 1A – аутосомно-
рецессивному заболеванию, которое сопряжено 
у детей-эскимосов с высоким риском младенче-
ской смертности, гипокетонной гипогликемией,  
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более тяжёлым протеканием инфекционных за-
болеваний респираторного тракта и предраспо-
лагает к ожирению и диабету 2-го типа [9, 21, 22]. 
Последнее особенно актуально при переходе або-
ригенов Арктики на «европейскую» высокоугле-
водную диету [21]. Вместе с тем имеются сведения 
о том, что «арктический» вариант гена CPT1A мо-
жет обладать и протективным эффектом в отно-
шении сердечно-сосудистых заболеваний, так как 
у эскимосов Гренландии и Аляски носительство 
варианта 479Leu ассоциируется с более высокими 
уровнями холестерина высокой плотности и апо-
липопротеина  A1  [23,  24].

О перестройках в функционировании генов 
метаболизма жирных кислот свидетельствуют 
результаты исследований и других генов арктиче-
ских народов. Так, у канадских эскимосов обнару-
жен повышенный мутационный груз в генах кар-
нитин-ацилтрансфераз, что, по мнению авторов 
исследования, связано с генетической адаптацией 
к диете и холодному климату [25]. Аналогично не-
синонимичные замены, приводящие к карнитин-
ацилтрансферазному дефициту (дополнительно к 
rs80356779 гена CPT1A), были выявлены у эскимо-
сов, чукчей и коряков Северо-Восточной Сибири 
в локусах rs763273578 гена CPT1C, кодирующего 
мозговую изоформу карнитин-пальмитоилтранс-
феразы, и rs1588456303 гена CRAT, кодирующего 
карнитин-ацетилтрансферазу  [26]. У указанных 
северных народов также были обнаружены не-
синонимичные замены (с высокими индексами 
патогенности) в генах, ответственных за расщеп-
ление триглицеридов  – гене ABHD6, кодирующем 
моноацилглицерол-липазу, и гене GK2, кодирую-
щем глицеролкиназу  2  [26].

В исследовании эскимосов Аляски впервые 
была выявлена ассоциация вариантов полимор-
физма в генах CPT1A, FADS1 и FADS2 с более высо-
ким уровнем дельта-5-десатураз жирных кислот в 
плазме и эритроцитах [27]. Генетические исследо-
вания показали, что в популяциях человека рас-
пространены два основных гаплотипа, определяе-
мых вариантами полиморфизма в генах FADS1 и 
FADS2, кодирующих десатуразы жирных кислот, 
которые катализируют образование двойных свя-
зей в ацильных цепях  [28]. Эти гаплотипы зна-
чительно различаются по уровню экспрессии и 
кодируют ферменты с пониженной (гаплотип A) и 
повышенной (гаплотип  D) десатуразной активно-
стью. Популяционно-генетические исследования 
продемонстрировали, что гаплотип  A чаще всего 
встречается среди коренного населения Сибири 
и Арктики и у американских индейцев  [29,  30]. 
Согласно палеогеномным данным, распростране-
ние менее активного в плане десатурации жир-
ных кислот гаплотипа  A началось ещё со времён 
заселения Евразии и Америки верхнепалеолити-

ческими людьми, потреблявшими пищу, богатую 
липидами и белками  [31]. Увеличение частоты 
более активного гаплотипа  D в некоторых регио-
нах мира (Европе, Южной Азии) предположи-
тельно связано с появлением и распространени-
ем в неолитическое время технологий сельского 
хозяйства, что потребовало с большей скоростью 
синтезировать ПНЖК из липидов растений  [32]. 
Установлено, что частота гаплотипа  D в Европе 
увеличилась от менее 10% 10 тыс. лет тому назад 
до 60–75% в настоящее время  [29] и продолжает 
расти на 0,009% в год по результатам анализа 
данных UK  Biobank  [33]. Предположительно, рост 
частоты гаплотипа  D у европейцев объясняется 
репродуктивным успехом, связанным с увеличе-
нием коэффициента рождаемости у носителей 
этого гаплотипа.

Высокая распространённость менее активно-
го гаплотипа  A FADS-генов в арктических популя-
циях (почти до фиксации, как у гренландских 
эскимосов  – 98%), очевидно, также обусловлена 
избытком липидов животного происхождения в 
пище аборигенов; в связи с этим отпадает необ-
ходимость дополнительного синтеза ПНЖК  [34]. 
У коряков Северо-Восточной Сибири обнаружена 
низкая частота (5,6%) 22  п.н.-инсерции в гене 
FADS2 (локус rs66698963), благодаря которой по-
вышается уровень экспрессии гена FADS1  [35]. 
Для сравнения на юго-востоке Сибири у бурят 
частота этой инсерции почти на порядок выше 
(45,3%)  [35]. Аналогично существенные различия 
между коренным населением северо-востока 
(12,5%) и юга (1,5%) Сибири выявлены и по вари-
анту rs115724324-G гена FFAR4, кодирующего ре-
цептор длинноцепочечных жирных кислот  [36]. 
Этот рецептор играет ключевую роль в связыва-
нии жирных кислот и контроле энергетического 
баланса  [37]. Кроме этого, у коряков и эскимосов 
(с частотой ~10%) выявлен уникальный вариант 
полиморфизма в локусе rs1590886662 гена CYB5R2, 
кодирующего NADH-цитохром  b5 редуктазу  [35]. 
Стоп-кодон в этом локусе терминирует синтез 
фермента, который обеспечивает передачу элек-
тронов к десатуразам, кодируемым FADS-генами. 
Терминация синтеза NADH-цитохром  b5 редук-
тазы, очевидно, способна привести к недостатку 
этого фермента и, как следствие, к ещё большему 
снижению активности десатураз жирных кислот 
у коренного населения Крайнего Севера.

АДАПТИВНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ  
ГЕНОВ МЕТАБОЛИЗМА УГЛЕВОДОВ  

В АРКТИЧЕСКИХ ПОПУЛЯЦИЯХ

Особенности «арктической» диеты не только 
повлияли на метаболизм липидов, но и суще-
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ственно преобразили аллельный спектр фермен-
тов углеводного обмена у северных аборигенов, 
что связано с дефицитом растительных углево-
дов в условиях Арктики. Например, в генотипах 
эскимосов, чукчей и коряков обнаружена макси-
мальная среди других изученных народов мира 
частота делеции целого гена панкреатической 
амилазы AMY2A (52%), которая необходима для 
расщепления крахмала, а также минимальное 
число копий этого гена в сочетании с понижен-
ной копийностью гена амилазы слюны AMY1 [38]. 
У 30% северных аборигенов ген панкреатической 
амилазы AMY2A вообще отсутствует, что приво-
дит к панкреатической недостаточности  [38].

Следствием долговременной адаптации к 
дефициту дисахаридов можно объяснить появле-
ние и высокую распространённость среди корен-
ного населения Арктики делеции динуклеотида 
AG в локусе rs781470490 гена сахаразы-изомаль-
тазы (ген SI). С наибольшими частотами аллель 
rs781470490-delAG зарегистрирован у эскимосов 
Гренландии и Канады (17–20%)  [39,  40] и несколь-
ко реже в популяциях Чукотки и Северного При-
охотья – у чукчей (14,3%), коряков (7,3%) и эвенов 
(3,5%)  [41]. Анализ популяционно-генетических 
данных, включая результаты палеогеномных ис-
следований, показал, что этот вариант полимор-
физма гена  SI, вероятнее всего, появился у пред- 
ков эскимосов примерно 1,2–2,0  тыс. лет назад бла- 
годаря специфике образа жизни и питания, а его 
распространение связано с экспансией неоэски-
мосской культуры Туле  [42].

Динуклеотидная делеция в локусе rs781470490 
гена  SI приводит к сдвигу рамки считывания ко
дона  92 (вариант Gly92Leufs*8), что является при
чиной преждевременной терминации синтеза 
сахаразы-изомальтазы  [39]. В результате у фер-
мента отсутствуют две каталитические субъеди-
ницы (сахаразная и изомальтазная), а у носите-
лей такого генетического варианта развивается 
аутосомно-рецессивное заболевание  – врождён-
ная недостаточность сахаразы-изомальтазы 
(CSID)  [43]. Установлено, что у гомозигот по ва-
рианту rs781470490-delAG кодируемый фермент 
становится функционально неактивным, а у 
гетерозигот, частота которых высока в арктиче-
ских популяциях, ферментативная активность в 
отношении гидролиза сахарозы понижается на 
65% и более  [44]. Предполагается, что негативное 
влияние на ферментативную функцию оказывает 
укороченный мутантный вариант, который тем 
не менее является транспортно-компетентным, 
локализуется на поверхности клетки и активно 
взаимодействует с сахаразой-изомальтазой дико-
го типа. Таким образом, у гетерозиготных носи-
телей варианта rs781470490-delAG также могут 
наблюдаться симптомы CSID  [44].

Тем не менее исследования эскимосов Грен-
ландии показали, что взрослые гомозиготные 
носители варианта rs781470490-delAG имеют за-
метно более здоровый метаболический профиль, 
чем контрольная группа: они характеризуются 
более низкими значениями индекса массы тела, 
содержания жировой ткани, уровня триглицери-
дов в сыворотке крови натощак и остаточного 
холестерина  [40,  45]. Исследования гомозиготных 
носителей-эскимосов показали, что эти эффекты 
обусловлены не столько снижением потребления 
сахарозы, сколько повышением уровня циркули-
рующего ацетата в плазме крови. Полученные 
результаты были подтверждены экспериментами 
на мышах с нокаутированным геном SI, которые в 
ответ на приём сахарозы демонстрировали значи-
тельно более высокий уровень ацетата и снижен-
ный уровень глюкозы в крови. Предполагается, 
что такой благоприятный метаболический эф-
фект связан с усилением бактериальной фермен-
тации непереваренных углеводов, избежавших 
расщепления в тонком кишечнике из-за потери 
ферментативной активности сахаразы-изомальта-
зы  [40]. В свою очередь, усиление бактериальной 
ферментации углеводов может привести и к бо-
лее высокому уровню циркулирующего ацетата у 
гомозигот по варианту rs781470490-delAG  [40,  45]. 
Как известно, ацетат, как и пропионат, бутират 
и другие короткоцепочечные жирные кислоты, 
являются важнейшими метаболитами микро-
биоты кишечника, обеспечивающими противо-
воспалительное, иммунорегуляторное, противо-
диабетическое, гепато- и нейропротективное  
действие  [46].

Долговременный дефицит растительных угле-
водов в «арктической» диете привёл к появлению 
в популяциях аборигенов Крайнего Севера вари-
антов генетического полиморфизма, связанных с 
гомеостазом глюкозы. Наиболее яркий к настоя-
щему времени пример – это нуклеотидная замена 
G  →  A в локусе rs61736969 гена TBC1D4, обнару-
женная с частотой 13–17% у эскимосов Гренлан-
дии, Канады и Аляски  [47,  48]. У коренного насе-
ления Сибири эта мутация пока не выявлена. 
Ген TBC1D4 кодирует белок AS160, необходимый 
для транслокации транспортера глюкозы GLUT4 
на плазматическую мембрану клеток  [49]. Заме-
на rs61736969-A приводит к стоп-кодону в гене 
TBC1D4 и, как следствие, к синтезу укороченной 
изоформы белка  [47]. Показано, что у гомозигот-
ных носителей этой мутации существенно снижа-
ется уровень GLUT4 в мышцах и, соответствен-
но, уменьшается стимулированное инсулином 
поглощение глюкозы в мышцах. Всё это вызы-
вает постпрандиальную гипергликемию, нару-
шение толерантности к глюкозе и обусловливает 
высокий риск развития диабета 2-го типа  [47].  
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По всей видимости, вариант rs61736969-A гена 
TBC1D4 появился среди эскимосов в результате 
ослабления естественного отбора, вызванного де-
фицитом углеводных субстратов в традиционной 
диете. Однако в настоящее время, когда неуклон-
но растёт потребление пищи, богатой углеводами, 
носителям варианта rs61736969-A трудно справ-
ляться с высокими концентрациями глюкозы в 
крови, что, естественно, отражается на их мета-
болическом здоровье.

Только у эскимосов Гренландии с частотой 
3,1% была обнаружена мутация в акцепторном 
сайте сплайсинга гена ADCY3 (локус rs1331776405), 
кодирующего аденилатциклазу  3, которая катали-
зирует синтез cAMP из ATP и играет важную роль 
в регуляции адипогенеза и гомеостаза глюко-
зы [50]. Нуклеотидная замена C  →  T в этом локусе 
приводит к нарушению сплайсинга и снижению 
уровня экспрессии гена ADCY3. У гомозиготных 
носителей мутации наблюдались нарушения ин-
декса массы тела и метаболизма глюкозы, почти 
у половины из них – диабет 2-го типа. У больных 
диабетом гренландских эскимосов также обнару-
жены дополнительные варианты полиморфизма 
(например, в генах ITGA1  [51], HNF1A  [52]). Хотя 
биохимические процессы, обусловленные сниже-
нием экспрессии гена ADCY3 у эскимосов, мало 
изучены, фенотипические проявления мутации 
показывают, что она представляет собой ещё один 
пример генетических изменений, произошедших 
в результате адаптации популяций человека к 
экстремальным условиям природной среды, в том 
числе дефициту растительных углеводов в пище.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В целом необходимо отметить, что длитель-
ное (на протяжении не менее 3,5 тыс. лет) воздей-
ствие крайне экстремальных условий Арктики на 
предков эскимосо-алеутских и палеоазиатских 
народов привело к целому ряду адаптивных из-
менений в их генофондах. Коренные жители Си-
бири демонстрируют значительное повышение 
скорости метаболизма, особенно в зимнее время, 
что связано с изменениями в функционировании 
эндокринной системы и бурой жировой ткани, а 
также в метаболизме липидов  [53,  54]. У эскимо-
сов и других коренных народов Сибири наблю-
даются низкие уровни липидов в крови, что свя-
зано с распространением у них специфических 

вариантов полиморфизма генов липидного об-
мена  – не только CPT1A, FADS1, FADS2 и CYB5R2 
(как у народов арктического побережья), но и 
других генов: PLA2G2A (фосфолипазы  A2), PLIN1 
(перилипина  1), ANGPTL8 (ангиопоэтиноподобно-
го белка  8), мутации в которых были выявлены 
у народов Центральной Сибири (у нганасан и 
якутов)  [55]. Вместе с тем долговременный дефи-
цит углеводов в «арктической» диете аборигенов 
Крайнего Севера, вероятнее всего, стал причиной 
ослабления отрицательного отбора, отсекающего 
мутации, приводящие к нарушениям в функцио-
нировании ферментов метаболизма углеводов. 
В  результате в популяциях предков арктических 
народов стали распространяться мутации в ге-
нах, кодирующих ферменты, метаболизирующие 
крахмал и дисахариды (гены AMY1, AMY2A, SI), а 
также варианты полиморфизма в генах, связан-
ных с метаболизмом глюкозы (гены TBC1D, ADCY). 
Высокой распространённости индивидов, которые 
не могут усваивать те или иные углеводы, мог 
способствовать дрейф генов, эффекты которого 
намного сильнее проявляются в малочисленных 
изолированных популяциях, к каковым относятся 
коренные народы Арктики  [10].

По всей видимости, адаптивные изменения 
в генах метаболизма липидов и углеводов стали 
проблемой для здоровья коренного населения 
циркумарктического региона лишь в наше время, 
что связано с изменениями питания  – отходом 
от традиционной «арктической» диеты к «запад-
ной» диете, богатой углеводами и бедной омега-3 
ПНЖК. Поэтому в современных условиях крайне 
важным представляется проведение широкомас-
штабного генетического тестирования коренного 
населения Крайнего Севера и изучение биохими-
ческих и физиологических последствий генетиче-
ски детерминированных изменений активности 
ферментов метаболизма липидов и углеводов.
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The long-term, over several millennia, adaptation of the ancestors of the indigenous peoples of the Far 
North of Asia and America to the extreme natural and climatic environments of the Arctic resulted 
in changes in genes controlling various metabolic processes. However, most of the genetic variabil-
ity in Eskimos and Paleoasians (Chukchis and Koryaks) is related to adaptation to the traditional 
“Arctic” diet, which is rich in lipids and proteins but extremely poor in plant carbohydrates. The  re-
sults of population genetic studies have shown that specific polymorphism variants in genes related 
to lipid metabolism (CPT1A, FADS1, FADS2, and CYB5R2 genes) and carbohydrate metabolism (AMY1, 
AMY2A, and SI genes) are common in Eskimos and Paleoasian peoples. When deviating from the 
traditional diet, these polymorphism variants lead to metabolic disorders. American Eskimo-specific 
polymorphism variants in genes related to glucose metabolism (TBC1D and ADCY genes) significantly 
increase the risk of developing type  2 diabetes. All these circumstances indicate the need for large-
scale genetic testing of indigenous populations of the Far North and the need to study the biochemical 
and physiological consequences of genetically determined changes in the activity of enzymes of lipid  
and carbohydrate metabolism.
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Болезнь Хантингтона (БХ)  – наследственное неизлечимое заболевание, вызванное мутацией и 
увеличением числа повторов CAG в гене HTT, кодирующем белок хантингтин (HTT). Несмотря 
на многочисленные исследования, проведённые на различных клеточных и животных моделях, 
конкретные механизмы, объясняющие биологическую роль мутантного хантингтина (mHTT) 
и  его токсичность для нейронов стриатума, до настоящего времени не установлены, эффектив-
ная терапия для пациентов не разработана. Нами получена и охарактеризована новая линия 
дермальных фибробластов HDDF (Huntington Disease Dermal Fibroblasts) от пациента с подтвер-
ждённым диагнозом БХ. Приведены ростовые характеристики линии HDDF, окраска на канони-
ческие маркеры, проведено кариотипирование и фенотипирование клеток. Проведена прямая 
дифференцировка фибробластов полученной линии в индуцированные нейроны стриатума. 
Новая линия фибробластов может быть использована в качестве клеточной модели для изуче-
ния биологической роли mHTT и различных проявлений патогенеза БХ как на самих фибро-
бластах, так и на индуцированных нейрональных клетках, полученных с помощью методов 
репрограммирования.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фибробласты кожи, болезнь Хантингтона, CAG-повторы, хантингтин, поли-
глутамин, трансдифференцировка.

DOI: 10.31857/S0320972524070046 EDN: WNIDDL

Принятые сокращения: БХ – болезнь Хантингтона; 
ИП  – индекс пролиферации.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Хантингтона (БХ) представляет собой 
неизлечимое нейродегенеративное заболевание, 
наследуемое по аутосомно-доминантному типу  
и вызванное экспансией полиглутаминового по-
втора CAG в гене HTT, кодирующем белок хан-
тингтин (HTT). Болезнь развивается преимуще-
ственно в возрасте 30–50  лет, однако выделяют 
также ювенальные формы, развивающиеся в дет-
ском и подростковом возрасте. Болезнь развива-
ется при наличии более 36 повторяющихся кодо-
нов CAG, кодирующих аминокислоту глутамин. 

Характерными симптомами являются моторные 
и когнитивные нарушения, депрессия, психоэмо-
циональные изменения. Наиболее частым сим-
птомом БХ является хорея  – характерное наруше-
ние двигательной активности, проявляющееся в 
виде неконтролируемых, отрывистых движений, 
обусловленных повреждением области стриатума 
и коры головного мозга пациентов  [1]. Несмотря 
на идентификацию генетической причины забо-
левания, специфические механизмы, лежащие в 
основе дегенерации области стриатума и коры 
головного мозга, остаются неизвестными.

С периода раннего эмбрионального развития 
мутантный хантингтин (mHTT) присутствует 
практически во всех клетках организма, но его 
точная функция неизвестна. На клеточном уровне 
mHTT вызывает нарушения в функционировании 
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нейронов, несущих агрегаты мутантного белка, 
но не установлены причины, обусловливающие 
его токсичность для клеток. Однозначная связь 
между мутацией, агрегацией и дегенеративны-
ми изменениями в клетках до сих пор не уста-
новлена. Неудачи при выборе терапевтических 
стратегий при лечении БХ могут быть связаны с 
ограниченными возможностями получения реле-
вантных моделей БХ для воспроизведения пато-
генеза, наблюдаемого у людей.

Значительный вклад в современное пони-
мание природы БХ был сделан благодаря изуче-
нию посмертной мозговой ткани пациентов, а 
также использованию животных и клеточных 
моделей патологии. Хотя животные модели in  vivo  
дают возможность изучать патологию заболева-
ния, ни одна из них не воспроизводит полностью 
патологическую картину, наблюдаемую у челове-
ка  [2], и представления о механизмах прогресси-
рования БХ всё ещё остаются крайне ограничен-
ными.

Создание клеточной модели БХ с использо-
ванием клинически значимых типов клеток па-
циентов может иметь решающее значение для 
раскрытия сложных молекулярных и клеточных 
механизмов, лежащих в основе патогенеза этого 
заболевания. Перспективным объектом изучения 
могут стать дермальные фибробласты от паци-
ентов с БХ. Дермальные фибробласты  – клетки 
соединительной ткани кожи, которые имеют мно-
жество преимуществ: они обладают уникальны-
ми физиологическими функциями, продуцируют 
и ремоделируют внеклеточный матрикс, обеспе-
чивают гомеостаз кожи, демонстрируют высокие 
пролиферативные характеристики, а также до-
ступны для получения культур in  vitro в связи с 
доступностью образцов кожи доноров. Дермаль-
ные фибробласты активно применяют для изуче-
ния нейродегенеративных заболеваний пациен-
тов с наследственными мутациями, в том числе 
с болезнью Альцгеймера  [3,  4], Паркинсона  [5–7], 
боковым амиотрофическим склерозом [8–10] и т.д. 
В отличие от трансформированных клеточных 
линий, неиммортализованные клеточные линии 
фибробластов поддерживают функции, критиче-
ски важные для регуляции транскрипции HTT и 
целостности генома  [11].

Фибробласты также используются для изуче-
ния роли mHTT при БХ. Согласно имеющимся ли-
тературным данным, фибробласты от пациентов с 
БХ отличаются морфологией, скоростью пролифе-
рации, сниженной устойчивостью к различным 
факторам стресса, изменением морфологии орга-
нелл, для них показаны различия в уровне убик-
витинизированных белков, более высокие уровни 
активных форм кислорода (АФК), mHTT и маркера 
аутофагии LAMP2A  [12]. Также показано различие 

в транскриптомах фибробластов от пациентов  
с БХ и здоровых доноров [13]. В ряде исследований 
на дермальных фибробластах было показано, что 
митохондриальные и биоэнергетические дефек-
ты способствуют прогрессированию заболевания, 
хотя конкретный молекулярный механизм, с по-
мощью которого mHTT влияет на энергетический 
обмен, остаётся неясным  [14,  15] В фибробластах, 
полученных от пациентов с ювенальной формой 
БХ, также наблюдалась повышенная активность 
протеасом  [16].

Помимо изучения роли mHTT в делящихся 
клетках, фибробласты от пациентов также могут 
выступать в качестве «стартового материала» для 
получения индуцированных нейронов  – как при 
помощи технологии получения индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток  [17–20], так и 
при помощи прямого репрограммирования  [21–
23]. В настоящий момент оба подхода активно раз-
виваются и совершенствуются. Кроме модели для 
изучения заболевания, популяции индуцирован-
ных нейронов могут использоваться в качестве 
платформы для скрининга и оценки эффективно-
сти потенциальных лекарственных препаратов, 
успешно зарекомендовавших себя на животных 
моделях  [24,  25]. Также возлагаются большие на-
дежды на технологии регенеративной медицины, 
связанные с замещением повреждённой ткани 
мозга индуцированными нейронами  [26].

В настоящий момент в российских коллек-
циях клеточных культур отсутствуют паспорти-
зированные линии фибробластов, полученные 
от пациентов с нейродегенеративными заболева-
ниями, в том числе с БХ. Цель данной работы  – 
получение и характеризация неиммортализо-
ванной линии дермальных фибробластов HDDF 
(Huntington Disease Dermal Fibroblasts) от паци-
ента с подтверждённым диагнозом БХ. В задачи 
исследования входило получение образца ткани, 
получение культуры клеток фибробластов, их 
фенотипирование и кариотипирование, проведе-
ние исследований ростовых характеристик кле-
ток, анализ репликативного старения и других 
характеристик, необходимых для паспортизации 
клеточной линии. Из дермальных фибробластов 
линии HDDF были получены индуцированные 
нейроны стриатума с использованием методики 
прямого репрограммирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение клеток из биоптата кожи. Перед 
забором ткани пациент прошёл медицинский 
осмотр. Получено заключение этической комис-
сии и информированное добровольное согласие 
донора. Клетки из фрагмента биоптата кожи 
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выделяли механическим способом  – измельчали 
ткань хирургическим скальпелем и помещали в 
чашку Петри с добавлением ростовой среды, со-
держащей 90% DMEM/F12 («Биолот», Россия) +  10% 
эмбриональной бычьей сыворотки («Gibco», США). 
Их культивировали в инкубаторе при 37  °С и 
95%  СО2  +  90%  влажности. Клетки пересевали с ис- 
пользованием раствора трипсина (0,25%)-версена 
(0,2%) при достижении ими 80%-ной конфлюэнт-
ности. Кратность рассева 1  :  3–1  :  5. Клетки куль-
тивировали в ростовой среде без добавления 
антибиотиков и антимикотика, что позволило 
регулярно, на всех этапах выполнения работ, кон-
тролировать отсутствие контаминации культуры 
бактериями и грибами визуально, при помощи 
светового микроскопа Nikon TS100 («Nikon», Япо-
ния). Для выявления контаминации клеток мико-
плазмой использовали метод прямого окраши-
вания ДНК клеток флуоресцентным красителем 
Hoechst 33258 и метод высева на селективные 
питательные среды. Процедуру анализа проводи-
ли в соответствии с ранее описанными методи-
ками  [27,  28]. Идентификацию клеточной линии 
и отсутствие кросс-контаминации другими кле-
точными линиями проводили посредством фраг-
ментного анализа STR-маркеров человека. Работа 
выполнена ООО «ГОРДИЗ» (Россия).

Кривая роста. Для характеристики пролифе-
ративной активности клетки были посеяны в оди-
наковой плотности на чашки Петри диаметром 
30 мм. Количество живых клеток, а также уровень 
их автофлуоресценции и размер оценивались на 
приборе CytoFLEX («Beckman Coulter», США); для 
анализа полученных данных использовалось 
программное обеспечение CytExpert software v1.2. 
На  протяжении 5  суток (120  ч) ежедневно про-
водили подсчёт клеток и на основании получен-
ных данных высчитывали индекс пролиферации 
(ИП) популяции клеток как отношение числа 
клеток в текущий момент времени к исходному 
числу посеянных клеток и строили кривые роста 
клеточной популяции  [29]. Для каждого экспери-
ментального варианта было проанализировано 
по три параллели на каждую временную точку. 
Среднее время удвоения клеточной популяции 
высчитывалось по формуле  (1):

a0 = 
t * ln2

ln(Mt / M0)
,	 (1)

где t  – время логарифмической фазы роста; Mt  – 
количество клеток в момент, когда кривая роста 
выходит на плато; M0 – количество клеток в нача-
ле логарифмической фазы роста. За логарифмиче-
скую фазу роста принимали период выраженного 
прироста численности клеток. За начало периода 
считали временную точку, ИП на которой досто-
верно отличался от предшествующего ИП. Окон-

чание периода соответствует временной точке, 
на которой ИП клеточной популяции достоверно 
не отличается от ИП на последующей временной 
точке.

Эффективность клонирования. Клетки на 
анализируемых пассажах высевали в чашки Пе-
три с плотностью 2–3  кл./см2 (50 клеток на чашку 
Петри 60  мм  Ø). Для каждого эксперимента гото-
вили 8 чашек. Через 14 суток клетки окрашивали 
1%-ным водным раствором кристалл-виолета и 
считали колонии. Эффективность клонирования 
определяли в %, как отношение числа выросших 
колоний (клонов) к числу посеянных клеток. Учи-
тывали колонии, состоящие из не менее 20  кле-
ток.

Проточная цитометрия. Анализ экспрессии 
поверхностных антигенов проводили c помощью 
проточной цитофлуориметрии на цитометре 
марки CytoFlex  S («Beckman Coulter»), оснащён-
ном программой CytExpert (version 2.3, «Beckman 
Coulter»). Клетки снимали с чашек Петри раство-
ром трипсина-версена, отмывали раствором PBS, 
осаждали и доводили до концентрации 1  ×  106 кле-
ток в 1  мл буфера для окрашивания клеток (Cell 
staining buffer, «BioLegend», США). Иммунофено-
типирование проводили путём окрашивания 
клеток антителами, конъюгированными с соот-
ветствующими флуорохромами (CD34, CD44, CD73, 
CD90, CD105  – PE-коньюгаты, и HLA-ABC, SSEA-3  –  
FITC-коньюгаты) в разведении, соответствующем 
рекомендациям фирм-производителей (табл.  1). 
Антитела, не обладающие специфичностью к  ис-

Таблица 1. Перечень антител, используемых для про
точной цитометрии

Название Производитель Каталожный 
номер

Iso PE BD Pharmingen 554680

CD90 PE BD Pharmingen 561970

CD73 PE BD Pharmingen 550257

CD105 PE BD Pharmingen 560839

CD44 PE eBioscience 12-0441-81

CD34 PE Beckman Coulter IM1420

HLA-DR PE BD Pharmingen 555812

Iso FITC BD Pharmingen 555748

HLA-ABC FITC Beckman Coulter IM1838U

SSEA-3  
Alexa Fluor 488,  
clone MC-631

Merck Millipore FCMAB141A4



ЛИНИИ ДЕРМАЛЬНЫХ ФИБРОБЛАСТОВ ОТ ПАЦИЕНТА С БХ 1197

БИОХИМИЯ том 89 вып. 7 2024

Таблица 2. Перечень антител, используемых для иммунофлуоресцентного окрашивания

Название Производитель Каталожный номер Разведение

Антитело к β-тубулину III R&D systems MAB1195 1/1000

Антитело к MAP2 Abcam ab281588 1/1000

Антитело к DARPP-32 Thermo Fisher Scientific MA5-32113 1/250

Антитело к GABA Sigma-Aldrich A2052 1/500

Антитело к mHTT, клон mEM48 Merck Millipore MAB5374 1/200

Антитело к виментину Abclonal A19607 1/2000

Антитело к нестину Santa-Cruz Biotechnology Sc-23927 1/50

Антитело к α-актинину Immunoglobe 0042-05 1/250

Флуорофор Alexa 488 Anti-Rabbit Invitrogen R37116 1/1000

Флуорофор Alexa 555 Anti-Mouse Abcam ab150114 1/2000

Флуорофор Alexa 488 Anti-Mouse Abcam ab150078 1/2000

Флуорофор Alexa 555 Anti-Rabbit Abcam ab150113 1/2000

следуемым антигенам, но соответствующие клас-
су и типу антител, использовали в качестве изо-
типических контролей.

Кариотипирование. Для накопления клеток 
на стадии метафазы в питательную среду добав-
ляли раствор демиколцина в конечной концен-
трации 0,1  мкг/мл («Sigma-Aldrich», США) на 3  ч. 
Далее проводили гипотоническую обработку сме-
сью растворов 0,55%-ного KCl и 1%-ного цитрата 
Na в соотношении 1  :  1 в течение 15–20  мин при 
37  °C. Фиксацию суспензии проводили смесью 
метанола и ледяной уксусной кислоты в соот-
ношении 3  :  1 в течение 15  мин трижды. Для по- 
лучения препаратов метафазных пластинок сус-
пензию фиксированных клеток раскапывали на 
сухие предметные стекла над водяной баней при 
температуре воды 50–53  °C. Анализ хромосом 
осуществляли с использованием стандартного 
GTG-метода дифференциального окрашивания 
хромосом на G-диски  [30]. Препараты хромосом, 
предварительно высушенные при 37  °C, обраба-
тывали 0,02%-ным раствором трипсина («Difco», 
США) в течение 2–3 мин. Действие фермента бло-
кировали раствором GKN в течение 15  с. Далее 
препараты хромосом окрашивали 2%-ным рас-
твором красителя Гимза («Merck Millipore», США) 
на фосфатном буфере в течение 4  мин. Анализ 
структурных перестроек хромосом фибробластов 
проводили автоматически c помощью аппаратно-
программного комплекса, в состав которого вхо-
дят: микроскоп Axio Skop А1 ProgRes MF («Carl 
Zeiss Microscopy», Германия), чёрно-белая CCD-

камера высокого разрешения («Jenoptik», Герма-
ния, 1360  ×  1024 пикселя) и компьютер с установ-
ленным программным обеспечением «ВидеоТест 
Карио 3.1».

Иммунофлуоресцентное окрашивание. Пе-
ред проведением иммунофлуоресцентного окра-
шивания фибробласты отмывали от кондицио-
нированной среды фосфатно-солевым буфером 
без Ca2+ и Mg2+ (PBS) и фиксировали в 10%-ном 
растворе формалина («Sigma-Aldrich») в течение 
20 мин при комнатной температуре. Затем прово-
дили серию промывок раствором PBS, пермеаби-
лизацию 0,25%-ным раствором Triton-X100 в PBS в 
течение 5 мин при комнатной температуре. Затем 
клетки 3  раза промывали PBS и инкубировали в 
блокирующем растворе, содержащем 3%-ный бы-
чий сывороточный альбумин («Sigma-Aldrich»), 
разведённый в PBS, в течение 1  ч при комнат-
ной температуре. Затем клетки инкубировали с 
первичными антителами, разведёнными в блоки-
рующим растворе в течение ночи при темпера-
туре +4  °С (концентрация/разведение приведены в 
табл.  2). После этого проводили серию промывок 
раствором PBS, после чего клетки инкубировали 
со вторичными антителами в течение 30  мин 
при комнатной температуре. Затем проводили 
серию промывок раствором PBS и монтировали 
клетки на предметном стекле с помощью среды 
для заключения («Cell Signalling», США). Интенсив-
ность флуоресценции детектировали при помощи 
лазерного конфокального микроскопа Olympus 
Fluoview FV3000.
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Анализ репликативного старения. Оценива-
ли активность фермента β-галактозидазы. Клетки 
выращивали в чашках Петри (3,5  мм, «Nunc», Да-
ния) до образования конфлюента, а затем окра-
шивали с помощью набора реактивов (Senescence 
Cells Histochemical Staining Kit, «Sigma-Aldrich») со-
гласно инструкции. У клеток, вступающих в фазу 
репликативного старения, цитоплазма окраши-
вается в синий цвет. Анализ проводили с помо-
щью инвертированного микроскопа («Nikon») на 
7-м, 13-м, 20-м, 30-м и 40-м пассажах. Долю (%) 
окрашенных клеток определяли при подсчёте не 
менее 1000 клеток в разных полях зрения на одну 
временную точку.

Трансдифференцировка в нейрональном на-
правлении. Получение индуцированных нейро-
нов стриатума из дермальных фибробластов про-
изводили согласно методике, описанной ранее [31]. 
Фибробласты линии HDDF на 12-м пассаже куль-
тивировали в 6-луночном планшете до достиже-
ния монослоя. Клетки заражали лентивирусами, 
кодирующими микроРНК и транскрипционные 
факторы DLX2 и CTIP2, после чего производили 
синхронизацию при помощи 1  мкм рапамицина. 
После селекции антибиотиком фибробласты пере-
саживали на покровные стёкла, покрытые матри-
гелем. Далее к клеткам добавляли лентивирус, 
кодирующий транскрипционный фактор MYT1L. 
Через 24 ч проводили смену среды на среду для 
репрограммирования, состоящую из Neurobasal-A, 
2%-ного В-27, добавки GlutaMax, 1 мМ вальпроевой 
кислоты, 1 мкМ ретиноевой кислоты, 200  мкМ ди-
бутил cAMP, 20 нг/мл нейротрофического фактора  
мозга, 20  нг/мл нейтротрофина 3  типа, 20 нг/мл 
глиального нейротрофического фактора. Культи-
вировали в течение 35–40  суток в присутствии 
доксициклина в конечной концентрации 1 мкг/мл, 
который добавляли каждые 48 ч.

Определение количества повторов CAG. 
Определение числа CAG-повторов в гене HTT 
осуществлялось с помощью метода ПЦР с прай-
мингом тройных повторов и последующим раз-
делением ПЦР-продукта с помощью фрагментного 
анализа. Для проведения исследования использо-
валась геномная ДНК, выделенная из клеточной 
культуры дермальных фибробластов. Экстрак-
ция ДНК проводилась с использованием набора 
QIAamp® DNA Mini Kit («Qiagen», Германия) в соот-
ветствии с инструкцией производителя.

Для проведения ПЦР была синтезирована пара 
праймеров со следующими последовательностями: 
прямой  – HEX-ATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCC, 
обратный  –  CGGTGGCGGCTGTTGCTGCTGCTGCTGCT, 
согласно методике, описанной ранее  [32]. Прямой 
праймер граничил с 5′-концом участка CAG-повто-
ров и отступал на три нуклеотида во избежание 
нарушения связывания с комплементарной по-

следовательностью ДНК, возможного ввиду нали-
чия полиморфизма в данном участке. Обратный 
праймер имел способность гибридизоваться с лю-
бым участком области CAG-повторов, но наличие 
«хвоста», комплементарного последовательности, 
граничащей с 3′-концом, позволяло добиться боль-
шей специфичности к последним 5  повторам. 
Для увеличения специфичности был использован 
ступенчатый протокол ПЦР. Разделение ПЦР-про-
дукта проведено с помощью фрагментного ана-
лиза методом капиллярного гель-электрофореза 
на автоматическом анализаторе «Нанофор-05» 
(«Синтол», Россия).

Для расчёта длины CAG-повторов использо-
вана формула  (2):

CAGn = 
Размер фрагмента − 47

3
,	 (2)

где размер фрагмента соответствует размеру пика 
с наибольшей высотой. Данная методика допуска-
ет погрешность  ±  2  повтора.

Статистический анализ. Результаты пред-
ставлены как среднее значение  ±  ошибка сред-
него. Статистическое сравнение результатов, 
полученных в экспериментах, проводили с ис-
пользованием критерия Стьюдента для сравнения 
двух групп и одностороннего анализа ANOVA с 
последующим тестом Тьюки для множественных 
сравнений между более чем двумя группами. Зна-
чения  p указаны в подписях к рисункам. Резуль-
таты считали значимыми при значении p  ≤  0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Биоптат кожи был получен от женщины 
36  лет с подтверждённым диагнозом БХ. В ре-
зультате генетического исследования пациента 
в последовательности гена обнаружено 47  по-
второв кодона CAG. Из фрагмента биоптата спу-
стя две недели культивирования была получена 
первичная культура дермальных фибробластов  
(рис.  1,  а).

В результате серии пассажей была получена 
клеточная линия, представленная гомогенной 
популяцией дермальных фибробластов и назван-
ная HDDF (Huntington Disease Dermal Fibroblasts) 
(рис.  1,  б и в). В полученной клеточной линии не 
было выявлено контаминации бактериями, гри-
бами и микоплазмой. STR-анализ подтвердил уни-
кальность данной популяции и отсутствие кросс-
контаминации другими клеточными линиями 
(не публикуется, информация будет размещена в 
паспорте клеточной линии). Также был проведён 
эксперимент по определению числа CAG-повто-
ров в гене HTT полученной клеточной линии,  
выявивший количество повторов, равное 46  ±  2. 
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Рис. 1. Общий вид полученной линии фибробластов. а  –  Прижизненная микрофотография фрагмента био-
птата и первичных фибробластов. Световая микроскопия. Масштаб 200  мкм. б и в  –  Прижизненные мик-
рофотографии линии дермальных фибробластов на 7-м пассаже с увеличением 10× и 20× соответственно. 
Световая микроскопия. Масштаб 100  мкм

Рис.  2. Кариотип клеток линии HDDF с нормальным числом хромосом 46  ХХ, без структурных перестроек 
хромосом

Полученные фибробласты имеют характерную 
для данного типа клеток веретенообразную форму 
(рис. 1, в). Клетки активно пролиферируют в про-
цессе длительного культивирования, сохраняют 
высокую жизнеспособность после криоконсерва-
ции, которая составляет не менее 80%.

Кариотипический анализ клеточной линии 
HDDF проводили на 7-м пассаже. Анализ 100 мета-
фазных пластинок показал, что клеточная линия 
фибробластов от больного БХ имеет нормальный 
кариотип  – 46  ХХ. Долю полиплоидных клеток 
определяли, исследуя 500  метафаз, и она соста-
вила 2%. Для анализа структурных перестроек 
хромосом (СПХ) кариотипировали 25  метафаз. 
В клетках линии HDDF клональных и неклональ-
ных СПХ выявлено не было (рис. 2).

Далее была проведена оценка ростовых ха-
рактеристик полученной клеточной линии в про-
цессе длительного культивирования на 7-м, 20-м, 
30-м и 40-м пассажах. На основании данных про-
точной цитометрии были вычислены ИП клеток 

для разных суток культивирования и построены 
кривые роста культуры. На графике чётко видна 
тенденция постепенного снижения ИП клеточ-
ной культуры в процессе длительного культиви-
рования и, как следствие, увеличение времени 
одного удвоения клеточной популяции в фазе её 
логарифмического роста. На 70-м пассаже время 
одного удвоения клеточной популяции составило 
24  ч, на 20-м пассаже  – 32  ч, на 30-м пассаже  – 
45  ч, на 40-м пассаже  – 55  ч.

На графике видно, что существенное сниже-
ние ИП в процессе культивирования наблюдается 
только на 40-м пассаже (рис. 3, а). Интересно, что 
клетки сохраняли высокий пролиферативный по-
тенциал до 30-го пассажа, после чего произошло 
снижение пролиферативной активности. Ана-
логичная тенденция проявлялась и при оценке 
эффективности клонирования: на 7-м пассаже 
она составила 10  ±  1,02%, на 20-м пассаже эф-
фективность клонирования составила 23  ±  1,4%,  
на 30-м пассаже  – 11,75  ±  2,01%.
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Рис. 3. Ростовые характеристики линии HDDF. Гра-
фик, иллюстрирующий кривую роста линии на 7-м, 
20-м, 30-м и 40-м пассаже

Окраска на β-галактозидазу показала посте-
пенное нарастание в культуре количества клеток, 
содержащих данный фермент. При этом интен-
сивность окраски вплоть до 30-го пассажа была 

крайне слабой (рис.  4,  в) по сравнению с интен-
сивностью в клетках на 40-м пассаже (рис.  4,  г). 
Полученные данные подтверждают наличие про-
цесса репликативного старения, характерного для 
всех неиммортализованных диплоидных клеточ-
ных линий, а также коррелируют с данными о по-
степенном снижении их пролиферативной актив-
ности в процессе длительного культивирования.

Далее было проведено фенотипирование 
клеток линии HDDF с помощью проточной цито-
флуориметрии. Полученные результаты представ-
лены в виде панели, иллюстрирующей экспрес-
сию поверхностных маркеров, характерных для 
мезенхимных стволовых клеток (рис.  5). Анализ 
на 7-м пассаже показал, что исследуемые клетки 
позитивны по основным поверхностным мар-
керам, характерным для мезенхимных стволо-
вых клеток CD44 (99,98  ±  0,03), CD73 (99,97  ±  0,05),  
CD90 (99,93  ±  0,05), CD105 (99,79  ±  0,15), и негатив-
ны по маркерам гемопоэтических клеток, таких 
как CD34 (2,25  ±  0,26), HLA-DR (0,12  ±  0,03), SSEA-3 
(0,12  ±  0,04), что соответствует фенотипу мезен-
химных стволовых клеток, присущему также и 
фибробластам.

Полученная линия фибробластов также 
была проанализирована при помощи иммуно-
флуоресцентного окрашивания (на 7-м пассаже) 

Рис. 4. Анализ репликативного старения линии HDDF на 7-м, 20-м, 30-м и 40-м пассажах. а, б, в, г  – Мик-
рофотографии, иллюстрирующие активность β-галактозидазы в клетках на 7-м, 20-м, 30-м и 40-м пассажах 
соответственно. д  – Гистограмма, иллюстрирующая полученные результаты. Данные представлены в виде 
среднего значения ± ошибка среднего, **** p  < 0,001 согласно одностороннему анализу ANOVA с апостериор-
ным тестом Данна. На каждом пассаже было проанализировано не менее 1000  клеток
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Рис. 5. Фенотипирование клеток линии HDDF при помощи проточной цитофлуориметрии (а–з)

Рис. 6. Иммунофлуоресцентное окрашивание клеток на маркеры фибробластов. а  –  Окрашивание антите-
лами к виментину. б  –  Окрашивание антителами к α-актинину. в  –  Окрашивание антителами к нестину. 
Визуализация ядер осуществлялась красителем DAPI. Конфокальная микроскопия, ×40. Масштаб 50  мкм

на  канонические маркеры фибробластов, такие 
как виментин, α-актинин (рис.  6). Также было 
проведено окрашивание на нестин, являющийся 
маркером дифференцировки в производные экто-
дермы. Согласно полученным результатам, подав-
ляющее большинство клеток положительно окра-
шивалось на все проанализированные маркеры. 
На микрофотографиях клетки линии HDDF имеют 

вытянутую веретенообразную форму, характер-
ную для фибробластов и мезенхимных стволовых 
клеток.

Далее мы проанализировали способность 
фибробластов к трансдифференцировке в нейро-
нальном направлении. Для этого был использован 
протокол на основе микроРНК, транскрипцион-
ных факторов и малых молекул, разработанный 
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Рис. 7. Микрофотографии индуцированных нейронов стриатума, полученных из фибробластов линии HDDF. 
а – Иммунофлуоресцентное окрашивание антителами к маркеру MAP2. б – Иммунофлуоресцентное окраши-
вание антителами к маркеру TUJ-1. в  –  Иммунофлуоресцентное окрашивание антителами к маркеру GABA. 
г – Иммунофлуоресцентное окрашивание антителами к маркеру DARPP-32. Конфокальная микроскопия, ×60. 
Масштаб 50  мкм

Рис. 8. Визуализация mHTT в фибробластах и индуцированных нейронах линии HDDF. а  –  Иммунофлуорес-
центное окрашивание фибробластов антителами к mHTT (клон мEM48). Конфокальная микроскопия, ×60. 
Масштаб 50 мкм. б  – Иммунофлуоресцентное окрашивание индуцированных нейронов стриатума, получен-
ных из фибробластов линии HDDF, антителами mEM48 (вторичные антитела, конъюгированные с флуоро-
фором Alexa  488), и окрашивание ядер красителем DAPI. Конфокальная микроскопия, ×60. Масштаб 20  мкм

группой A.S.  Yoo  [21], с некоторыми дополнения-
ми  [31]. Фибробласты линии HDDF успешно про-
ходили трансдифференцировку в нейрональном 
направлении, что подтверждается окрашива-
нием на маркеры TUJ-1, MAP2, GABA и DARPP-32  
(рис.  7, а и б).

Наконец, мы проанализировали накопление 
агрегатов мутантного белка mHTT в индуциро-
ванных нейронах стриатума, полученных из дер-
мальных фибробластов линии HDDF. На рис.  8,  а 
представлены фибробласты, окрашенные анти-
телами mEM48 и красителем DAPI (для визуа-
лизации ядер). mHTT распределён диффузно по 
цитоплазме клеток, без формирования агрегатов. 
В индуцированных нейронах стриатума, получен-
ных из фибробластов линии HDDF, наблюдались 
агрегаты mHTT в соме нейронов и в некоторых 

отростках (рис. 8,  б). Стоит отметить, что доля 
клеток, содержащих агрегаты, была довольно низ-
кой. В ядрах клеток агрегаты мутантного белка 
обнаружены не были.

ОБСУЖДЕНИЕ

При изучении нейродегенеративных забо-
леваний дистанция между моделированием за
болеваний на животных и клиническими ис-
пытаниями особенно велика. Моделирование 
нейропатологий при помощи пациент-специфич-
ных клеточных моделей может заполнить пробел 
между клиническими испытаниями и исследова-
ниями на модельных организмах. Важную роль 
в таких исследованиях играют клеточные линии, 
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полученные из биологического материала паци-
ентов. Изучение молекулярно-клеточных основ 
нейропатологии с использованием донорского 
материала от больных, несомненно, имеет свои 
преимущества, обусловленные учётом вклада 
генетического и эпигенетического статуса кон-
кретного больного. Более того, всё больше иссле-
дователей считает необходимым валидировать 
модели с патологическими проявлениями забо-
леваний с использованием как животных, так и 
пациент-специфичных клеток во избежание арте-
фактов  [33,  34]. В связи с этим получение новых 
клеточных линий из донорского материала боль-
ных нейродегенеративными заболеваниями пред-
ставляется актуальной задачей.

Дермальные фибробласты могут служить 
перспективными клетками для всестороннего 
изучения патогенеза нейродегенеративных забо-
леваний. Получение биоптата малоинвазивно, 
практически безопасно для пациента, забор 
ткани производится с соблюдением асептиче-
ских норм, полученный материал минимально 
подвержен контаминации. Фибробласты хорошо 
переносят культивирование, обладают хорошим 
пролиферативным потенциалом. Всё сказанное 
выше обусловливает широкое применение дер-
мальных фибробластов в научно-исследователь-
ской практике, в том числе и при изучении БХ. 
Различные группы исследователей применяют 
фибробласты человека  – как диплоидные клеточ-
ные популяции, полученные от доноров  [35], так 
и иммортализованные клеточные линии  [11]  – 
для изучения влияния mHTT на метаболизм клет-
ки и пролиферативные характеристики. Кроме 
того, индуцированные нейроны, полученные из 
фибробластов, успешно используются для изуче-
ния патологических проявлений заболевания на 
клеточном уровне  [11, 17–19, 22, 36, 37].

В отечественных биобанках и коллекциях 
клеточных культур линии фибробластов от паци-
ентов с БХ в настоящий момент не представлены, 
что затрудняет проведение экспериментальных 
работ. Паспортизованная клеточная линия HDDF 
будет помещена в Коллекцию культур клеток 
позвоночных ИНЦ РАН и станет доступной для 
заказа пользователями  – именно в этом состояла 
основная цель проведённых исследований.

В нашей работе представлена характеристика 
линии HDDF неиммортализованных диплоидных 
дермальных фибробластов, полученных от паци-
ента с БХ. Показано, что основные характеристики 
клеточной линии HDDF во многом соответству-
ют фибробластам от здоровых доноров. Клетки 
имеют характерную вытянутую веретенообраз-
ную форму, которая сохраняется при длительном 
культивировании. Экспрессия поверхностных 
маркеров практически полностью сопоставима 

со  значениями, опубликованными ранее для ли-
нии DF1, полученной из кожи век здорового доно-
ра соответствующего пола и возраста [38]. В клет-
ках обоих линий также подтверждена экспрессия 
основных белков, продуцируемых в фибробластах, 
таких как виментин, нестин, α-актинин. Карио-
тип клеток линии HDDF не отличался от такового 
у здоровых клеток. Наши данные показали, что 
в клетках линии HDDF, так же как и в здоровых 
фибробластах, mHTT распределён по всей цито-
плазме диффузно. Была опубликована работа, 
описывающая образование агрегатов mHTT, свя-
занных с волокнами цитоскелета в фибробластах 
от пациентов с БХ  [39], однако в клетках линии 
HDDF, как и в другой работе  [22], видимых агре-
гатов не наблюдалось.

В литературе имеются противоречивые дан-
ные относительно пролиферативных характе-
ристик фибробластов кожи от пациентов с БХ. 
В  одной из работ показано, что эти клетки де-
монстрировали более высокую конфлюэнтность и 
большее число удвоений популяции, которое пре-
восходило контрольные значения [40]. Существен-
ной разницы в темпах роста показано не было. 
Авторы также отмечали, что клетки от пациентов 
с БХ были меньшего размера и что из одиночных 
клеток развивались более крупные колонии  [40]. 
В другой работе было отмечено, что клетки от 
пациентов с БХ вырастали до значительно бо-
лее высокой конфлюэнтности, чем контрольные 
клетки  [41]. Однако в дальнейшем, на большей 
выборке клеточных линий, авторами не было вы-
явлено существенных различий между клетками 
БХ и контрольными клетками ни по одному из 
вышеуказанных параметров. Ещё в одном иссле-
довании авторы отмечали более эффективный 
рост фибробластов от пациентов с БХ при низкой 
плотности посева, а также экспоненциальный 
рост культур после рутинной трипсинизации, 
скорость которого была выше, чем у контроль-
ных культур, а также способность клеток расти 
до значительно более высоких плотностей насы-
щения клеток [42]. Следует отметить, что авторам 
не удалось показать однозначную корреляцию 
между скоростью роста клеток от здоровых доно-
ров и от пациентов с БХ, однако авторы отметили 
повышенную конфлюэнтность в 4-х из 7 клеточ-
ных линий по сравнению с контролем. Показано, 
что фибробласты от пациентов с БХ лучше росли 
на обеднённой среде и лучше адгезировали к по-
верхности культурального пластика  [40].

Наши данные согласуются с ранее опубли-
кованными результатами  – клетки линии HDDF 
характеризуются высокой пролиферативной ак-
тивностью и сохраняют способность к делению 
до 43-го пассажа, после чего перестают делиться. 
Время удвоения для клеток линии HDDF на 7-м 
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и 20-м пассаже было меньше, чем у ранее описан-
ной контрольной линии  [38]. Клетки формируют 
колонии с эффективностью, соответствующей 
клеткам от доноров без нейропатологий, что со-
ответствует ранее опубликованным данным  [42]. 
Полученные данные могут указывать на взаимо-
связь наличия mHTT с регуляцией клеточного 
цикла. Известно, что данный белок принимает 
участие в контроле митоза и регуляции нейро-
генеза у млекопитающих  [43]. Однако гипотез, 
объясняющих более высокий пролиферативный 
потенциал фибробластов от пациентов с БХ, чем 
у контрольных линий, до сих пор не предложено.

Выраженное репликативное старение, харак-
терное для всех неиммортализованных клеток, 
наблюдалось на 40-м пассаже, что существенно 
позднее, чем для здоровых клеток, у которых 
репликативное старение наблюдается на 25-м 
пассаже  [38]. Наши данные согласуются с ранее 
описанными наблюдениями, указывающими на 
более устойчивый к старению фенотип имморта-
лизованных фибробластов от пациентов с БХ по 
сравнению с контролем  [11].

Одно из самых перспективных примене-
ний фибробластов новой линии HDDF может 
заключаться в их использовании при получе-
нии индуцированных нейронов. Моделирование 
нейропатологий на индуцированных нейронах, 
полученных с помощью технологий репрограм-
мирования, может значительно продвинуться в 
понимании патогенеза БХ и преодолеть трудно-
сти, связанные с поиском эффективных стратегий 
для лечения. В настоящий момент идёт активное 
накопление данных о влиянии mHTT непосред-
ственно на нейроны, полученные для конкретных 
пациентов через нейрональную дифференциров-
ку из iPSC либо с помощью прямого репрограм-
мирования из дермальных фибробластов. Появи-
лись данные о транскриптомах, протеомах и 
секретомах нейрональных клеток, полученных 
от пациентов с БХ, необходимые для идентифика-
ции новых молекулярных мишеней и стратегий 
по  купированию заболевания  [17, 24, 25, 44].

Мы также продемонстрировали, что фибро-
бласты линии HDDF могут быть дифференциро-
ваны в нейрональном направлении при помощи 
прямого репрограммирования для получения по-
пуляции индуцированных нейронов стриатума. 
Полученные индуцированные нейроны окраши-
вались на нейрональные маркеры MAP2, TUJ-1, 
GABA и DARPP-32, что свидетельствует об успеш-

ной дифференцировке. Мы показали, что в инду-
цированных нейронах стриатума, полученных из 
фибробластов новой линии HDDF, формируются 
агрегаты мутантного белка, что является основ-
ным гистопатологическим признаком данной 
нейропатологии. Полученные нами данные согла-
суются с ранее опубликованными результатами, 
свидетельствующими о том, что в индуцирован-
ных нейронах стриатума, полученных с помощью 
прямого репрограммирования, могут быть детек-
тированы агрегаты mHTT  [22, 36]. Таким образом, 
полученная нами клеточная линия HDDF может 
быть полезна для всестороннего изучения как 
биологической роли mHTT, так и его токсичности 
для клеток.
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Снежные (криотолерантные) водоросли часто образуют красные (розовые) пятна в горных эко-
системах на снежниках по всему миру, однако об их физиологии и химическом составе мало 
известно. Нами изучен состав пигментов и содержание каротиноидов в зеленых (вегетативных) 
клетках Chloromonas reticulata, выращенных в лабораторных условиях, и в клетках, которые 
были собраны с поверхности красного снега на Приполярном Урале. В  составе фотосинтетиче-
ских пигментов среди каротиноидов присутствовали неоксантин, виолаксантин, антераксантин, 
зеаксантин, лютеин и β-каротин. Также был обнаружен кетокаротиноид астаксантин, обладаю-
щий способностью к высокой биологической активности. Установлено, что культивирование во-
доросли C.  reticulata при низкой положительной температуре (6  °С) и умеренной освещенности 
250  мкмоль  квантов/(м2⋅с) способствовало накоплению всех идентифицированных каротинои-
дов, включая экстрапластидный астаксантин. В  дополнение к пигментам в клетках водоросли 
накапливались жирные кислоты. Полученные данные дополняют эколого-физиологическую ха-
рактеристику вида и позволяют рассматривать изученную микроводоросль как потенциально 
перспективный вид для получения каротиноидов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Chloromonas reticulata, зеленая микроводоросль, каротиноиды, астаксантин, 
высокоэффективная жидкостная хроматография.

DOI: 10.31857/S0320972524070052 EDN: WNIBLN

Принятые сокращения: Аст  – астаксантин; Кар  – каротиноиды; β-кар  − β-каротин; ЖК  – жирные кислоты; 
ПНЖК  – полиненасыщенные жирные кислоты; ФАР  – фотосинтетически активная радиация.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Микроводоросли  – большая и разнообразная 
группа микроорганизмов, обитающих в самых 
разных местообитаниях, включая водоемы, поч-
вы, каменистые субстраты и ледники [1,  2]. В при-
родных экосистемах водоросли играют ключевую 
роль в качестве основных продуцентов органиче-
ских веществ  [3] и все больше привлекают вни-
мание научного сообщества как возобновляемый 
источник биотоплива, водорода, омега-3 жирных 
кислот и других полезных соединений  [4–7].

Фотосинтетические микроорганизмы очень 
эффективны в преобразовании солнечного света 
и обладают необыкновенной способностью адап-
тироваться к росту в различных условиях среды. 
Высокая фотосинтетическая активность микро-

водорослей вносит значительный вклад в обес-
печение основных условий для жизни на нашей 
планете [8, 9]. Фотосинтез и направленность мета-
болизма и, следовательно, биохимический состав 
клеток сильно зависят от температуры и условий 
освещенности. По  имеющимся в литературе дан-
ным, водоросли различаются по физиологиче-
ским и биохимическим реакциям на температуру, 
интенсивности и качеству света, а также источ-
никам минерального питания  [10–12].

Водоросли содержат различные пигменты, 
включая каротиноиды (Кар). Из 200 обнаруженных 
в водорослях природных  Кар почти 30 вовлече-
ны в процессы фотосинтеза  [13]. Микроводоросли 
являются источниками таких Кар, как β-каро-
тин (β-кар) и вторичные Кар, например, астаксан-
тин  (Аст). Так, β-кар впервые был получен про-
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мышленным путем из микроводоросли Dunaliella 
salina (Dunal) Teodoresco  [4]. Yang  et  al.  [14] иссле-
довали антиоксидантные свойства астаксанти-
на (каротиноида красного цвета), получаемого 
из зеленой водоросли Haematococcus pluvialis 
Flotow. Было показано, что добавление богатого 
Аст экстракта в рацион мышей улучшает уро-
вень холестерина и липидный обмен, а также 
смягчает прогрессирование атеросклероза. Водо-
росль Coelastrella rubescens (Vinatzer) Kaufnerová 
et  Eliás также производит несколько вторичных 
кетокаротиноидов со значительной долей Аст 
и кантаксантина  [15]. Asterarcys quadricellularis 
(Behre) E.  Hegewald et A.W.F.  Schmidt может про-
дуцировать до 35  мкг  Кар (β-кар, лютеин, Аст и 
кантаксантин) на  мг сухой массы  [16]. Согласно 
данным Chekanov  et  al.  [17], в клетках водорослей 
Bracteacoccus aggregatus Tereg и Coelastrella aeroter­
restrica Tschaikner, Gärtner & Kofler преобладают 
такие каротиноиды, как Аст и β-кар.

В условиях высокой инсоляции и низких 
температур, которые наблюдаются на скоплени-
ях снега и льда в высокогорьях, микроводоросли 
способны накапливать вторичные Кар, не участ-
вующие в фотосинтезе, физиологическое значе-
ние которых изучено недостаточно. Полагают, что 
эти соединения могут выполнять ряд функций и 
в первую очередь защищать клетки микроводо-
рослей от окислительного стресса, подавляя по-
вреждение синглетным кислородом  [18,  19]. Боль-
шинство из синтезируемых такими водорослями 
Кар являются высокоценными биологически ак-
тивными соединениями, проявляющими свой-
ства иммуностимуляторов, УФ- и радиопротекто-
ров, антиканцерогенов, регуляторов деятельности 
нервной, сердечно-сосудистой и эндокринной си-
стем человека и животных [20–22]. В связи с этим 
проводятся активные исследования по поиску 
среди криотолерантных микроводорослей видов, 
перспективных для использования в биотехноло-
гии. Особое внимание исследователей направлено 
на поиск продуцентов астаксантина (3,3′-дигид
рокси-4,4′-диоксо-β-каротин)  – красного пигмента 
из группы кислородсодержащих вторичных  Кар. 
Наличие хромофорных групп (сопряженных двой-
ных связей и хиноидных группировок в кольцах) 
придает пигменту красный цвет. По  антиокси-
дантной активности Аст на порядок превышает 
в системах in vivo β-кар и α-токоферол [23]. Самым 
богатым источником природного Аст считается  
зеленая микроводоросль H.  pluvialis, накапливаю-
щая до  3–5% от сухой массы при действии не-
благоприятных условий окружающей среды  [24]. 
Водоросли, обитающие в полярных и горных 
регионах, также способны синтезировать Аст  [1, 
18, 25–29]. Благодаря накоплению этого пигмента 
они при массовом развитии окрашивают поверх-

ность ледников и снежников в красный цвет. 
Такое явление получило название «красный снег» 
и встречается по всему миру  [18, 25–30], вклю-
чая северные регионы Урала  [31]. В  высокогорьях 
Урала наиболее часто это явление наблюдается 
в летний период. Нами неоднократно из проб 
окрашенного в красный цвет снега при культиви-
ровании в лабораторных условиях был выделен 
штамм зеленой водоросли Chloromonas reticulata 
(Goroschankin) Gobi  [32].

Целью данной работы было изучить пигмент-
ный состав и содержание индивидуальных каро-
тиноидов в клетках микроводоросли C.  reticulata, 
выделенной из «красного» снега снежников При-
полярного Урала. Полученные результаты позво-
лят оценить способность клеток микроводорослей 
адаптироваться к изменениям условий обитания 
и выявить способы защиты фотосинтетического 
аппарата от стрессовых воздействий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования и условия культиви-
рования микроводоросли. Использован штамм 
C.  reticulata  − одноклеточная, одноядерная во-
доросль с эллипсоидными или яйцевидными  
клетками длиной 11–20  мкм и шириной 5–15  мкм, 
чашевидным хлоропластом с перфорациями, без  
пиреноида  (рис.  1,  а–в) из коллекции живых 
культур водорослей Института биологии Коми 
НЦ  УрО  РАН (SYKOA Ch-054-11). Водоросль была вы- 
делена в июле 2010 года из пробы, собранной с по-
верхности снега, окрашенного в красный цвет, на 
Приполярном Урале (65°13′45.5′′с.ш., 60°13′19.4′′в.д.). 
Пробы отбирали из верхнего слоя снега на глу-
бине до 5  мм и помещали в стерильные плас-
тиковые пробирки на 15  мл («Greiner Bio-One», 
Австрия). У  штамма изучены морфологические, 
эколого-географические и молекулярно-генетиче-
ские особенности  [32]. Нуклеотидные последова-
тельности представлены в GenBank под номерами 
KF361494 (18S  рибосомальной  РНК, кодируемой 
ядром) и MF033356 (ITS1-5.8S-SITS2  рРНК).

Эксперимент по изучению состава и содер-
жания Кар в клетках микроводоросли C.  reticulata 
при разных условиях культивирования состоял 
из трех этапов. На  первом этапе наращивали 
биомассу водоросли. Для этого брали 1  мл куль-
туры C.  reticulata с поглощением при 680  нм, 
равным 0,4, и 100  мл питательной среды  BG  11 
(pH  =  7,1)  [33,  34]. Культивирование водоросли 
проводили в 250-мл флаконах («Greiner Bio-One») 
в течение двух недель на шейкере («Elmi», Лат-
вия) со скоростью 150  об./мин при плотности по-
тока фотосинтетически активной радиации  (ФАР) 
45  мкмоль/(м2⋅с) и температуре  22  °C. Соотноше-
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Рис. 1. Клетки водоросли Chloromonas reticulata и клетки, собранные с поверхности окрашенного снега на 
Приполярном Урале: а  – подвижная клетка C.  reticulata со жгутиками, масштабная линейка  – 10  мкм; б  – 
вегетативные клетки C. reticulata, масштабная линейка – 10 мкм; в – старые клетки C. reticulata, масштабная 
линейка  – 10  мкм; г  – красные клетки, собранные со снежной поверхности, масштабная линейка  – 10  мкм. 
Фото И.В.  Новаковской

ние день/ночь  – 12/12  ч. По  достижении погло-
щения, равного 0,4  при  680  нм, проводили отбор 
проб культуры для анализа пигментов в качестве 
контроля.

На втором этапе культуру, выращенную на 
первом этапе, охлаждали до +6  °C и продолжали 
культивировать при постоянном барботирова-
нии среды отфильтрованным атмосферным воз-
духом с помощью компрессора OXYBoost APR-150 
(«Aquael», Польша) в режиме 2,0  литр/мин при 
плотности потока ФАР 50  мкмоль/(м2⋅с). Объем пи
тательной среды в культуре перед вторым этапом 
эксперимента доводили до  100  мл. Инкубацию в 
таких условиях проводили в течение 4  суток, по-
сле этого отбирали пробы.

Известно, что для поддержания выработки Аст 
требуется свет, хотя он также может накапливать-
ся в темноте, но с меньшей скоростью  [25,  35]. 
Поэтому на третьем этапе эксперимента клетки 
водоросли продолжали культивировать в 100  мл 
среды при более высокой плотности потока ФАР – 
250  мкмоль/(м2⋅с) и температуре 6  °C в течение 
10  суток, после чего вновь отбирали пробы. Экс-
периментальная установка  (рис.  2) состояла из 
компрессора  (1), трубки  (2), колбы с водой  (3), 
колбы с микроводорослями  (4), источников све-
та (5): светодиодные лампы LED-A60-15W/SPSB/E27/
CL PLP30WH 50  мкмоль/(м2⋅с) и LED-A60-15W/SPSB/
E27/CL PLP30GR (Китай) 250  мкмоль/(м2⋅с). На всех 

трех этапах эксперимента использовали одну и ту 
же культуру водоросли, но во избежание стресса 
клеток от нехватки основных минеральных эле-
ментов перед каждым этапом доводили количе-
ство питательной среды в колбе  до  100  мл.

Дополнительно был проведен анализ состава 
Кар в «красных» клетках  (рис.  1,  г), собранных с 
поверхности «окрашеного» снега на Приполярном 
Урале (в месте отбора пробы, из которой была вы-
делена C.  reticulata). Следует отметить, что в совре-
менной альгологии, изучающей водоросли снега 
и льда, существует проблема выделения живых 
культур из покоящихся клеток, и для некоторых 
недавно описанных видов (например, виды рода 
Sanguina) неизвестны вегетативные стадии  [36].  

Рис. 2. Схема установки. 1  – компрессор; 2  – трубка 
соединительная; 3  – колба с водой; 4  – колба с мик-
роводорослями; 5 – источники света: лампы LED-A60-
15W/SPSB/E27/CL PLP30WH 50 мкмоль/(м2⋅с) и LED-A60-
15W/SPSB/E27/CL PLP30GR (Китай) 250  мкмоль/(м2⋅с)
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При отборе проба была заморожена в холодиль-
ной установке при температуре −20  °C и в замо-
роженном виде транспортирована в лабораторию 
для дальнейшего анализа.

Анализ состава каротиноидов методом 
ВЭЖХ. До идентификации состава Кар зафиксиро-
ванные пробы хранили в жидком азоте при –80  °С.  
Экстракцию замороженного осадка клеточной 
суспензионной культуры проводили с использо-
ванием диметилсульфоксида, осадок осаждали 
центрифугированием. Супернатант, содержащий 
экстракт хлорофиллов и Кар из клеток микро-
водорослей, инкубировали в течение 15  мин при 
60  °C и непрерывном перемешивании. Подготов-
ленный таким образом экстракт анализировали 
методом ВЭЖХ с обращенной фазой в соответ-
ствии с модифицированным методом  [37] на 
жидкостном хроматографе («Knauer», Германия). 
Хроматографическая система включала: детектор 
Knauer Smartline UV  Detector  2500, насос Knauer 
Smartline Pump  1000. Для разделения использо-
вали хроматографическую колонку 4,0  ×  250  мм с 
сорбентом Диасфер-110-С18NT («БиоХимМак», Рос-
сия) с размером пор  5  мкм. Пигменты элюирова-
ли при градиентном режиме в течение 38  мин в 
системе растворителей  А (ацетонитрил/метанол/
вода в соотношении 75/12/4) и  В  (метанол/этил-
ацетат в соотношении 68/32) со скоростью потока 
элюента по программе градиента: 0  мин  – элю-
ент  А (1  см3/мин); 16  мин  – элюент  А (2  см3/мин);  
21  мин  – элюент  В (2  см3/мин); 28  мин  – элюент  А 
(2  см3/мин). Температура колонки составляла 25  °С. 
Пигменты детектировали путем регистрации по-
глощения элюата при 440 нм. Для расчета количе-
ственного состава пигментов использована абсо-
лютная градуировка (метод внешнего стандарта). 
Кар  идентифицировали, используя стандарты и 
времена удержания. Прием и обработку хромато-
графических данных выполняли с помощью ком-
пьютерной программы «EuroChrom for Windows». 
Стандарты чистых веществ (фотосинтетических 
пигментов) были получены от фирм «Sigma» 
и  «Fluka» (США).

Анализ состава жирных кислот (ЖК) выпол-
нен методом газовой хроматографии в ЦКП «Хро-
матография» ИБ  Коми НЦ УрО  РАН (г.  Сыктывкар). 
ЖК  определяли в виде их метиловых эфиров по-
сле проведения кислотного метанолиза липидов 
с последующей этерификацией выделившихся 
кислот по следующей методике: в стеклянную 
виалу  (15  см3) с анализируемым образцом  (100–
200  мг) вносили 5  см3 метанола и 0,7  см3 соляной 
кислоты  (36,5%). Виалы герметично закрывали 
винтовыми крышками и выдерживали в термо-
стате в течение 1,5  ч при температуре 95  °С, по-
сле чего охлаждали до комнатной температуры.  
После охлаждения в каждую виалу добавляли 

5  см3 дистиллированной воды, 0,5  см3 толуола, 
содержащего внутренний стандарт (0,1  мг/см3 
гептакозана) и экстрагировали в течение 5  мин. 
Полученный экстракт анализировали на газовом 
хроматографе «Кристалл-5000.2» с пламенно-иони-
зационным детектором («Хроматэк», Россия), ис-
пользуя кварцевую капиллярную колонку НР-FFAP 
(«Agilent», США) 30  м  ×  0,32  мм  ×  0,25  мкм; газ-но-
ситель  – гелий  (ос.ч.); давление газа-носителя на 
входе колонки  – 60  кПа; программирование тем-
пературы колонки: 110  °С  – 5  °С/мин  – 260  °С; ско-
рость потока водорода  – 20  см3/мин; скорость по-
тока воздуха – 200  см3/мин; деление потока – 1/30. 
Температура детектора 250  °С, испарителя – 280  °С.  
Количественное определение индивидуальных 
кислот проводили методом внутреннего стандар-
та с использованием смеси FАМЕ Mix («Supelco», 
США), содержащей 26  метиловых эфиров  ЖК. 
Погрешность измерения содержания кислот для 
доверительной вероятности P  =  0,95 составля-
ла  15–20%.

Статистическая обработка данных. Все экс-
перименты выполнены с трехкратной биологи-
ческой и двукратной аналитической повторами. 
Статистическая обработка данных проведена с 
помощью программы Statistica  10 («Statsoft  Inc.», 
США) с использованием однофакторного диспер-
сионного анализа (ANOVA). Р-Величину рассчиты-
вали при заданном уровне значимости α  =  0,05. 
Результаты представляют среднее значение 
(M)  ±  стандартная ошибка.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что фотосинтетический аппарат 
зеленых одноклеточных водорослей аналоги-
чен таковому высших растений. Хроматографи-
ческое разделение экстрактов зеленых клеток 
C.  reticulata  (рис.  1,  б), выращенных в лабора-
торных условиях, и красных (покоящихся) кле-
ток  (рис.  1,  г), собранных с поверхности «цвету-
щего» снега на Приполярном Урале, показало, 
что в составе фотосинтетических Кар были обна-
ружены неоксантин, виолаксантин, антераксан-
тин, лютеин, β-каротин и следовые количества 
зеаксантина (табл.  1; рис.  3,  a). При этом β-кар 
преобладал и в покоящихся клетках (до  90%), и 
в зеленых клетках C.  reticulata (до  38%). Пигмент-
ный состав клеток C.  reticulata сходен с другими 
зелеными водорослями  [38–40].

В составе вторичных (нефотосинтетических) 
Кар был обнаружен астаксантин − пигмент, ответ-
ственный за красный цвет  (рис.  3,  б). Известно, 
что в природе АСТ может присутствовать в клет-
ках не только в свободной форме, но и в форме 
ди- и моноэфиров (в  водорослях  – до  70% в виде  
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Таблица  1. Содержание индивидуальных каротиноидов в зеленых  (I) и красных  (II) клетках Chloromonas 
reticulata, мкг/г  сухой массы (n  =  4–6)

Клетки
Пигменты

Нео Вио Ант Лют Зеа β-кар Аст Сумма Кар

I 223  ±  15а 168  ±  10a 48  ±  3a 210  ±  37a 39  ±  9a 450  ±  132a 37  ±  5a 1174  ±  145a

II 9  ±  3b 9  ±  3b 7  ±  1b 60  ±  9b 2  ±  1b 840  ±  129b 22  ±  7b 946  ±  148b

Примечание. Обозначения: Нео  – неоксантин; Вио  – виолаксантин; Ант  – антераксантин; Лют  – лютеин; 
Зеа  – зеаксантин; β-кар  – β-каротин; Аст  – астаксантин; Кар  – каротиноиды; I  − зеленые клетки C.  reticulata, 
выращенные в лабораторных условиях; II  − красные (покоящиеся) клетки, собранные с поверхности «цве-
тущего» снега на Приполярном Урале.
a,b Достоверность изменений параметра между вариантами клеток  I и  II (ANOVA, тест Дункана, α  =  0,05).

Рис. 3. Профиль элюции при ВЭЖХ-разделении пигментов, экстрагированных из вегетативных (зеленых) 
клеток Chloromonas reticulata. Варианты: а  – низкая температура и свет 50  мкмоль/(м2⋅с); б  – низкая тем-
пература и свет 250  мкмоль/(м2⋅с). Пигменты: Нео  – неоксантин; Вио  – виолаксантин; Аст  – астаксантин;  
Ант  – антераксантин; Лют  – лютеин; Зеа  – зеаксантин; β-кар  – β-каротин; Хл  a  – хлорофилл  a; Хл  b  – хлоро-
филл  b. Детекция осуществлялась путем регистрации поглощения подвижной фазы при  440  нм

моноэфира)  [41]. Большое количество свободно
го и этерифицированного АСТ находится в ци-
топлазматических липидных глобулах  [25,  42]. 
По  мнению Ben-Amotz  et  al.  [43], β-кар, который 
накапливался в липидных глобулах, также можно 
рассматривать как вторичный Кар. Преобладание 
β-кар в красных клетках согласуется с данными 
других авторов  [43–45] о накоплении этого пиг-
мента при воздействии стрессовых условий на 
микроводоросли.

Пик вторичных Кар  (Аст) был идентифици-
рован при удержании на 7–8  мин прохождения 
хроматограммы (рис. 3, б; рис. 4). Присутствие Аст 
было обнаружено как в покоящихся красных, так 
и в зеленых клетках C.  reticulata (табл.  1). Наличие 
в красных клетках большого количества β-кар 
указывает на способность этого каротиноида 
накапливаться в качестве предшественника син-
теза  Аст в природных условиях. Так, достаточно 
высокое для продуцентов  Аст содержание β-кар 
было отмечено у Scenedesmus rubescens, что, по 
мнению Челебиевой  [46], является характерной 

чертой стресс-реакции некоторых видов микро-
водорослей.

При пониженной температуре на фоне уме-
ренной освещенности в клетках C. reticulata отме-

Рис. 4. Профиль элюции при ВЭЖХ-разделении пиг-
ментов, экстрагированных из покоящихся (красных) 
клеток Chloromonas reticulata. Остальные обозначе-
ния, как на рис.  3
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Таблица 2. Относительное содержание каротиноидов  (%) в клетках Chloromonas reticulata при 22  °С 
и  45  мкмоль/(м2⋅с) – контроль; при 6  °С и 50  мкмоль/(м2⋅с) – опыт  1; при 6  °С и 250  мкмоль/(м2⋅с) – опыт  2

Вариант Нео Вио Аст Ант Лют Зеа β-кар DEPS

Контроль 8,5  ±  2,8a 13,8  ±  4,3a – 2,4  ±  1,0a 50,1  ±  15,8a 1,1  ±  0,5a 24,1  ±  8,8a 13  ±  3a

Опыт 1 6,4  ±  0,3a 18,1  ±  0,4b 2,8  ±  0,1a 3,3  ±  0,1a 48,0  ±  1,0a 1,8  ±  0,1a 20,0  ±  0,3a 15  ±  1a

Опыт 2 7,5  ±  1,8b 4,6  ±  1,4a 3,8  ±  0,8b 2,0  ±  0,8b 47,4  ±  11,3b 15,0  ±  8,4b 20,0  ±  5,0b 72  ±  6b

Примечание. Обозначения пигментов, как в табл. 1; DEPS – величина степени деэпоксидации (%); знак «–» – 
не обнаружено. Разные надстрочные символы (a, b) обозначают достоверность изменений параметра между 
контрольным и опытными вариантами культивирования (ANOVA, тест Дункана, α  =  0,05); n  =  4–6.

чали значительное накопление пластидных Кар, 
и особенно зеаксантина (до 50% от суммы Кар), и 
внепластидного Аст (до 4% от суммы Кар) (табл. 2; 
рис.  3,  б). Например, штамм зеленой каротино-
генной микроводоросли Bracteacoccus aggregatus 
BM5/15 может продуцировать до  13,1%  β-кар и 
47,9%  Аст от сухой массы клеток  [39]. Виды рода 
Coelastrella способны накапливать  Аст, канта-
ксантин и ЖК до ~30% от сухой массы (содержа-
ние Аст в зависимости от вида и условий куль-
тивирования может быть от  0,20  ±  0,03 до  7,95  ±  
±  0,85  мг/г)  [40]. На  примере зеленой водоросли 
Scenedesmus obliquus [47], накапливающей зеаксан
тин, было показано, что этот ксантофилл в све-
тособирающем комплексе  II фотосинтетического 
аппарата  (ССКII  ФСА) способен замещать виола-
ксантин и лютеин  [48].

Как установлено в работе Chekanov et al.  [38], 
клетки зеленой микроводоросли H.  pluvialis на 
вегетативной (зеленой) стадии культивирования 
накапливали Аст на уровне 4%  от сухой массы 
клеток, достигая при длительном стрессе  5,5%. 
Аст накапливался преимущественно в виде моно- 
и диэфиров  ЖК семейств  С16  и  С18.

Низкотемпературный стресс для водорослей 
является одной из эффективных стратегий уве-
личения полиненасыщенных жирных кислот 
(ПНЖК). При адаптации к низкой температуре 
микроводоросли увеличивают выработку ПНЖК 
для поддержания текучести мембраны  [11,  49]. 
В  нашей работе характеристика C.  reticulata была 
дополнена изучением состава ЖК липидной 
фракции зеленых  (ЗК) и красных  (КК) клеток.  
В  ЖК-профиле экстракта  ЗК преобладали из на-
сыщенных ЖК: пальмитиновая (C16:0)  − 32%; из 
ненасыщенных: олеиновая (C18:1)  − 22%; лино-
левая  (C18:2) и линоленовая  (C18:3) кислоты  – 
до 40%. ЖК-спектр экстракта КК отличался накоп-
лением ненасыщенных  ЖК: олеиновой  (C18:1), 
линолевой  (C18:2) и линоленовой  (C18:3)  −  36%. 
Для отдела Chloropyta характерно высокое содер-
жание ненасыщенных  ЖК. Преобладание олеи-
новой кислоты  (C18:1) в лабораторных культурах 
и в полевых цистах  [50], по-видимому, отражает 

ее важность как предшественника в синтезе 
ПНЖК (например, линолевой и/или α-линолено-
вой кислот). Это означает, что выработка ПНЖК 
определяется присутствием олеиновой кислоты. 
Линоленовая  (C18:3), наряду с линолевой  (C18:2), 
являются незаменимыми ЖК, их получают толь-
ко из пищи. Наличие этих ненасыщенных  ЖК, 
особенно в  КК, важно для биотехнологических 
целей с применением в фармацевтической и пи-
щевой отраслях. Снежные водоросли также слу-
жат питанием для адаптированных к холоду ор- 
ганизмов.

Полученные на примере C.  reticulata данные 
свидетельствуют о возможном функционирова-
нии двух механизмов фотопротекции. Зеаксан-
тин-зависимый механизм участвует в тепловой 
диссипации избыточно поглощенной (не исполь-
зованной на фотосинтез из-за пониженной тем-
пературы) световой энергии  [51]. Другой меха-
низм  – накопление Аст  – обеспечивает снижение 
поступления энергии к хлоропласту путем его 
экранирования  [52,  53]. Так, вторичные Кар мо-
гут обеспечивать фотозащиту, пассивно погло-
щая фотоны до того, как они достигнут фото-
синтетических пигментов. Этот способ защиты 
требует, чтобы Кар были расположены между 
источником света и фотосинтетическим аппара-
том, т.е.  во внетилакоидном пространстве. Еще 
одним условием эффективности вторичных  Кар 
в качестве фотозащитных средств является то, 
что они одновременно поглощают свет при той 
же длине волны, используемой для возбуждения 
фотосенсибилизатора  [54]. Следует отметить, что 
участие виолаксантинового цикла в индукции 
нефотохимического тушения флуоресценции хло-
рофилла ФСII  (NPQ) в гематоцистах H.  pluvialis, 
образовавшихся при комбинированном стрессе с 
высоким освещением и недостатком питательных 
веществ, остается под вопросом, хотя при стрессе 
с высоким освещением у H.  pluvialis была зареги-
стрирована значительная повышенная регуляция 
этого механизма  [55].

В ходе исследования впервые получены све-
дения о составе каротиноидов в красных клетках, 
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вызывающих цветение снега на Приполярном 
Урале. В  таких клетках сумма  Кар достигала 
950  мкг/г сухой массы. Из  них преобладающим 
был β-каротин (до  90%). При этом в зеленых 
клетках штамма C.  reticulata (SYKOA Ch-054-11), 
который ранее был выделен из красного снега 
на Приполярном Урале, в условиях культивирова-
ния при температуре 6  °C и интенсивности осве-
щения 250  мкмоль квантов/(м2⋅c) концентрация 
Кар повышалась до 2000  мкг/г сухой массы, что 
в  3,5  раза выше, чем в контроле, и на полтора 
порядка выше по сравнению с показателями, по-
лученными в эксперименте с низкой освещенно-
стью. В  дополнение к пигментам изученный вид  
накапливает полиненасыщенные жирные кисло-
ты. С физиологической точки зрения, приспособ-
ленность C.  reticulata к обитанию на снежниках 
Приполярного Урала остается неизвестной, а низ-
кое содержание Аст в клетках из проб красного 
снега, по-видимому, можно объяснить их невысо-
кой способностью поглощать УФ-излучение и экра-
нировать избыточную радиацию. С  практической 
точки зрения, способность к индукции синтеза 
Кар, включая Аст, указывает на биотехнологиче-
ский потенциал исследуемого штамма. В  целом, 
результаты работы дополняют современные пред-
ставления о пигментном составе и некоторых осо-

бенностях вторичного каротиногенеза у зеленых 
микроводорослей сведениями о ранее не иссле-
довавшемся в данном аспекте виде C.  reticulata. 
Дальнейшие исследования будут направлены на 
подбор условий, обеспечивающих рост культуры 
и индуцирующих накопление каротиноидов и 
других биологически активных соединений (со-
держания липидного состава, полифенолов) в 
клетках данного вида микроводорослей.
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THE CONTENT OF PRIMARY AND SECONDARY  
CAROTENOIDS IN THE CELLS OF THE CRYOTOLERANT  

MICROALGAE Chloromonas reticulata

O. V. Dymova*, V. S. Parshukov, I. V. Novakovskaya, and E. N. Patova

Institute of Biology of Komi Science Centre of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences,  
167982 Syktyvkar, Komi Republic, Russia; e-mail: dymovao@ib.komisc.ru

Snow (cryotolerant) algae often form red (pink) spots in mountain ecosystems on snowfields around 
the world, but little is known about their physiology and chemical composition. The content and 
composition of pigments in the cells of the cryotolerant green microalgae Chloromonas reticulata have 
been studied. An analysis of the carotenoids content in green (vegetative) cells grown in laboratory  
conditions and in red resting cells collected from the snow surface in the Subpolar Urals was carried 
out. There were photosynthetic pigments  − carotenoids such as neoxanthin, violaxanthin, anterax-
anthin, zeaxanthin, lutein and β-carotene. Among the carotenoids, the ketocarotenoid astaxanthin,  
which has a high biological activity, was also found. It was established that the cultivation of algae 
at low positive temperature (+6  °C) and moderate illumination (250  μmol quanta/(m2⋅s) contributed to 
the accumulation of all identified carotenoids, including extraplastidic astaxanthin. In addition to the 
pigments, fatty acids accumulated in the algae cells. The data obtained allow us to consider the studied 
microalgae as a potentially promising species for the production of carotenoids.

Keywords: Chloromonas reticulata, green microalgae, carotenoids, astaxanthin, high-performance liquid 
chromatography
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Свинец и кадмий – это тяжёлые металлы, которые широко распространены в окружающей среде 
и вносят значительный вклад в сердечно-сосудистую заболеваемость и смертность. С помощью 
окрашивания Leadmium Green мы показали, что двухвалентные катионы свинца и кадмия спо-
собны проникать внутрь кардиомиоцита, распределяясь по всей клетке. Методом искусствен-
ной подвижной системы мы показали, что скорость скольжения актина и нативного тонкого 
филамента по миозину снижается при повышении концентрации Pb2+ и Cd2+. Для остановки 
движения тонкого филамента по миозину требовались значительно меньшие концентрации 
Pb2+ и Cd2+  (0,6 мМ), чем для остановки движения актина по миозину (1,1–1,6  мМ). Для остановки 
движения актина по миозину требовалась более низкая концентрация Cd2+  (1,1  мМ) по срав-
нению с Pb2+  (1,6  мМ) и комбинацией Pb2+ +  Cd2+  (1,3  мМ). При этом не было найдено отличий 
в воздействии ионов свинца и кадмия на относительную силу, развиваемую головками мио-
зина, и количество осевших на миозин актиновых филаментов. Скорость скольжения актина 
по миозину левого предсердия, правого и левого желудочков одинаково изменялась при воздей-
ствии одной и той же дозы одного и того же металла. Таким образом, мы впервые показали,  
что Pb2+ и Cd2+ могут оказывать прямое воздействие на функцию миозина и тонкого филамента, 
при этом Cd2+ оказывает более токсичное влияние, нежели Pb2+.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: миозин, тонкий филамент, свинец, кадмий, сердечная мышца.

DOI: 10.31857/S0320972524070068 EDN: WNFGAG

Принятые сокращения: ЛЦМ 1 – существенная лёг-
кая цепь миозина; ЛЦМ 2 – регуляторная лёгкая цепь 
миозина; НТФ  – нативный тонкий филамент; ТЦМ  – 
тяжёлые цепи миозина.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Мышечное сокращение происходит благо-
даря скольжению тонких и толстых филаментов 
друг относительно друга  [1]. Толстые филаменты 
состоят главным образом из миозина, тогда как 
тонкие филаменты в основном состоят из актина, 
тропомиозина и субъединиц тропонина: T, I, C [2]. 
Миозин сердца млекопитающих содержит шесть 
полипептидных цепей, а именно  – две тяжёлые 
цепи миозина (ТЦМ), две существенные (ЛЦМ  1) и 
две регуляторные (ЛЦМ  2) лёгкие цепи. ТЦМ мио-
карда представлены двумя изоформами: α-ТЦМ 
и β-ТЦМ, которые отличаются ATPазной актив-
ностью  [3]. ЛЦМ  1 и ЛЦМ  2 также представлены 

двумя изоформами, названными в зависимости 
от камеры сердца: предсердные или желудочко-
вые, каждые из которых вносят различный вклад 
в кинетику миозина  [4].

Двухвалентные катионы, такие как кальций 
и магний, играют ключевую роль в сокращении 
сердца. ЛЦМ  2 связывает ионы Ca2+  [5] и Mg2+  [6]. 
Mg2+ также необходим для ATPазной активности 
миозина, поскольку ATP-связывающий карман 
миозина связывает комплекс ATP–Mg2+, обеспечи-
вая необходимую энергию для генерации силы [7]. 
Тропонин  C обладает способностью связывать Ca2+, 
запуская процесс скольжения тонких и толстых 
филаментов друг относительно друга  [8].

Свинец и кадмий, будучи широко распростра-
нёнными в окружающей среде ксенобиотиками, 
вносят значительный вклад в сердечно-сосуди-
стую заболеваемость и смертность. В 2019  году 
из-за воздействия свинца были потеряны более 
1  миллиона жизней и 21,7  миллиона лет жиз-
ни с  поправкой на инвалидность (DALY)  [9].  
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На свинец приходится 4,6% глобального бремени 
сердечно-сосудистых заболеваний [9], при этом по 
кадмию глобальных статистических данных нет.

Свинец и кадмий могут иметь разные сте-
пени окисления (Pb0, Pb2+, Pb4+, Cd0, Cd1+, Cd2+) и 
попадают в организм в форме различных соеди-
нений  [10], при этом в организме их наиболее 
распространённая форма  – со степенью окисле-
ния +2. Период полувыведения Pb2+ и Cd2+ из орга-
низма составляет около 10–30  лет  [11,  12]. Pb2+ и 
Cd2+ способны накапливаться в миокарде  [13–15], 
и помимо потенциальных опосредованных эф-
фектов, связанных с гипертонией  [16,  17], атеро-
склерозом  [18] или почечной дисфункцией  [19], 
они могут оказывать прямое влияние на мио-
кард  [20–22]. Ионы свинца и кадмия вызывают 
окислительный стресс, приводящий к поврежде-
нию эндотелия сосудов и кардиомиоцитов [23–25], 
вмешиваются в нормальный клеточный цикл, 
стимулируя апоптоз  [26,  27], и, действуя на каль-
циевые каналы L-типа, изменяют кальциевую 
активацию, замедляют деполяризацию [28] и спо-
собствуют развитию аритмии [20]. Было показано, 
что длительное воздействие ионов свинца и кад-
мия на организм снижает скорость скольжения 
актина по миозину миокарда, вызывает сдвиг 
соотношения изоформ ТЦМ, а воздействие ионов 
свинца значительно снижает фосфорилирование 
ЛЦМ  2 в предсердиях  [29–33].

Размер и ионная форма многих тяжёлых ме-
таллов позволяют им связываться с -SH-группами 
белков [34], тем самым потенциально вытесняя не-
заменимые ионы, такие как Ca2+, Zn2+ и Mg2+ [35–37]. 
В частности, Pb2+ и Cd2+ могут влиять на ATPазную 
активность миозина  [38], а также на функцию 
белков семейства EF-hand, таких как скелетный 
тропонин С [39] и кальмодулин [40, 41]. В то время 
как сердечный тропонин С и сердечная ЛЦМ 2, бу-
дучи членами семейства EF-hand, способны связы-
вать Ca2+ и Mg2+ [6], остаётся неясным, обладают ли 
похожие двухвалентные катионы, такие как Pb2+ 
и Cd2+, сродством к ним. Поэтому всестороннее 
изучение влияния Pb2+ и Cd2+ на функциональные 
характеристики сократительных и регуляторных 
белков миокарда представляется необходимым.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Все эксперименты проводились 
в соответствии с Директивой 2010/63/EU и были 
одобрены Этическим комитетом Института им-
мунологии и физиологии УрО  РАН. Взрослых 
крыс линии Wistar в возрасте 24–26 недель перед 
использованием в экспериментах содержали в 
стандартных условиях. Перед изоляцией сердца  
животные были анестезированы внутримышеч-

ной инъекцией 0,3  мл/кг Zoletil® 100 («Virbac»,  
Карро, Франция) и 1  мл/кг ксилазина 2%-ного 
(«Alfasan», Вурден, Нидерланды), гепаринизиро-
ваны 5000  МЕ/кг гепарином натрия («Эллара», 
Россия).

Выделение кардиомиоцитов желудочка. 
Единичные кардиомиоциты были выделены из 
левого желудочка крыс с использованием ком-
бинированного метода перфузии по Лангендорфу 
и внутрикамерных инъекций, как было описано 
ранее  [42]. Суспензии кардиомиоцитов хранили 
в модифицированном HEPES-буферном растворе 
Tyrode (140,0  мM  NaCl, 5,4  мM  KCl, 1,0  мM  MgSO4, 
10,0  мM  HEPES, 11,1  мM  D-глюкозы и 1,8  мM  CaCl2, 
pH  7,35) при комнатной температуре (22  ±  2  °С) и 
использовали в течение 4–6  ч. Выделенные кар-
диомиоциты перед использованием в экспери-
ментах выдерживали в покое не менее 30  мин.

Измерения внутриклеточных [Pb2+] и [Сd2+]. 
Для регистрации внутриклеточного [Pb2+] (или 
[Сd2+]) суспензии кардиомиоцитов крысы инкуби-
ровали с 2,5  мкM Leadmium Green AM («Molecular 
Devices», Сан-Хосе, Калифорния, США) и 0,1%-ным 
Pluronic® F-127 («AAT Bioquest», США) при ком-
натной температуре в темноте в течение 30  мин, 
а затем промывали HEPES-буферным раствором 
Tyrode. Интенсивность испускаемой флуоресцен-
ции, возбуждаемой оптически при 488  нм, реги-
стрировали при 463–614  нм с использованием 
системы конфокальной лазерной сканирующей 
микроскопии (LSM  710, «Carl Zeiss», Йена, Герма-
ния). Для измерения изменений внутриклеточ-
ного [Pb2+] (или [Сd2+]) стимулированные кардио-
миоциты инкубировали при 36  ±  1  °С в растворе, 
содержащем Pb2+ (или Сd2+), в течение 10  мин. 
Клетки стимулировали полем с частотой 1  Гц. 
Изменение сигнала флуоресценции рассчитывали 
и использовали как показатель изменения внут-
риклеточных [Pb2+] и [Сd2+]. Анализ конфокальных 
2D-изображений окрашенных кардиомиоцитов 
проводили с использованием программного обес-
печения FIJI ImageJ (National Institutes of Health, 
Бетесда, Мэриленд, США).

Экстракция белка. Для основной части экспе-
риментов миозин выделяли из левого желудочка 
сердца быка  [43]. Для сравнения влияния Pb2+ и 
Сd2+ на актин-миозиновое взаимодействие в раз-
личных камерах сердца миозин экстрагировали 
из левого предсердия, правого и левого желудоч-
ков свиньи  [43]. Актин был выделен из быстрых 
скелетных мышц кролика [44]. Нативный тонкий 
филамент (НТФ) выделяли из левого желудочка 
свиньи  [45].

SDS-PAGE. Состав ТЦМ определяли методом 
полиакриламидного гель-электрофореза с доде-
цилсульфатом натрия (SDS-PAGE) [46]. Состав ЛЦМ 
и НТФ определяли по Laemmli  [47].
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Искусственная подвижная система. Харак-
теристики актин-миозинового взаимодействия 
исследовали с помощью искусственной подвиж-
ной системы  [48] с модификациями, а именно  – 
из состава всех используемых растворов были 
исключены вещества с активными -SH-группами 
(например, дитиотреитол), т.к. они активно свя-
зывают свинец и, в меньшей степени, кадмий. 
В  проточной камере объёмом 50  мкл по миозину 
двигались актиновые филаменты в присутствии 
ATP или НТФ в присутствии ATP и кальция. Чтобы 
изучить прямое влияние Pb2+ и Cd2+, мы добавляли 
растворы PbCl2 и CdCl2 в проточную камеру в раз-
личных концентрациях. С помощью программы 
GMimPro (Mashanov and Molloy, 2007) регистриро-
вали скольжение филаментов по миозину  – ана-
лизировали не менее 10 записей, в каждой из ко-
торых регистрировали не менее 8–10 филаментов.

Для изучения влияния Pb2+ и Cd2+ на характе-
ристики актин-миозинового взаимодействия мы 
анализировали скорость скольжения актина по 
миозину левого желудочка быка и фракцию по-
движных филаментов (количество двигающихся 
филаментов по отношению к их общему числу) 
при различных концентрациях этих ионов, а 
также скорость скольжения НТФ левого желудоч-
ка свиньи по миозину левого желудочка свиньи. 
Для  сравнения влияния Pb2+ и Сd2+ на актин-мио-
зиновое взаимодействие в разных камерах сердца 
мы изучали скорость скольжения актина по мио-
зину левого предсердия, правого и левого желу-
дочков сердца свиньи.

Для исследования количества осевших на 
миозин левого желудочка быка актиновых фила-
ментов мы использовали высокие концентрации 
PbCl2 и CdCl2 (1,5–3,5  мМ), при которых движения 
не наблюдалось.

Относительную силу, развиваемую головками 
миозина, определяли с использованием смеси 
миозина левого желудочка быка и нециклирую-
щего NEM-модифицированного миозина  [49] в 
различных соотношениях. NEM-модифицирован-
ный миозин прикреплялся к актину и служил 
грузом, препятствующим скольжению. Мера от-
носительной силы определялась как доля неци-
клирующего NEM-модифицированного миозина, 
необходимая для остановки скольжения актина 
по миозину.

Статистический анализ. Зависимость скоро-
сти скольжения актина по миозину левого желу-
дочка быка анализировали по двухфазной кривой 
«концентрация-эффект» (OriginPro). Статистиче-
ский анализ и построение графиков проводили 
с использованием критерия Краскела–Уоллиса и 
программы PrizmaGraph или OriginPro, различия 
считали статистически значимыми при уровне 
достоверности p  <  0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Измерение внутриклеточного [Pb2+] и [Сd2+]. 
В течение 10  мин наблюдалось увеличение ин-
тенсивности флуоресценции на 43% после обра-
ботки PbCl2 и на 15% после обработки CdCl2, что 
подтверждает проникновение двухвалентных ка-
тионов свинца и кадмия внутрь кардиомиоцитов  
(рис.  1).

Состав тяжёлых и лёгких цепей миозина. 
Тяжёлые цепи миозина (ТЦМ) левого желудочка 
быка были представлены β-изоформой, а суще-
ственные (ЛЦМ  1) и регуляторные (ЛЦМ  2) лёгкие 
цепи миозина были представлены желудочковы-
ми изоформами. В миокарде свиньи ТЦМ в левом 
предсердии были представлены 26% α-ТЦМ и 74% 
β-ТЦМ, в правом желудочке  – 100% β-ТЦМ и в ле-
вом желудочке – 100% β-ТЦМ. В левом предсердии 
присутствовали предсердные изоформы ЛЦМ  1 и 
ЛЦМ  2, а в правом и левом желудочках  – желу-
дочковые изоформы ЛЦМ  1 и ЛЦМ  2. НТФ левого 
желудочка свиньи включал актин, тропомиозин 
и тропонин.

Характеристики актин-миозинового взаи-
модействия в присутствии ионов свинца и кад-
мия. Скорость скольжения актина по миозину 
снижалась с увеличением концентрации Pb2+ и 
Сd2+ (рис.  2), следуя двухфазной кривой «концен-
трация-эффект». Для остановки движения требова-
лись различные концентрации каждого металла: 
1,6  мМ  Pb2+, 1,1  мМ  Сd2+ и 1,3  мМ для их комбина-
ции. Полумаксимальные ингибирующие концен-
трации (IC50) показали два значения для каждого 
металла из-за двухфазного характера кривых.  
Для кривой зависимости скорости от концентра-
ции Pb2+ значения IC50 для фаз  I и II составили 
0,255  мМ и 1,251  мМ соответственно. Для кривой 
зависимости скорости от концентрации Сd2+ 
значения IC50 для фаз  I и II составили 0,359  мМ 
и 0,956  мМ, для комбинации ионов  – 0,176  мМ 
и  0,989  мМ соответственно (рис.  2, табл.  1).

Зависимость фракции подвижных филамен-
тов от концентрации ионов свинца и кадмия так-
же имела вид двухфазной кривой. Концентрации 
металлов для достижения нулевой фракции были 
те же, что и для остановки движения. Однако IC50 
для фаз  I и II различались и составляли соответ-
ственно 0,12  мМ и 1,012  мМ для Pb2+, 0,269  мМ 
и  1,052  мМ для Сd2+, 0,954  мМ и 1,272  мМ для их 
комбинации (рис.  2, табл.  1).

Мера относительной силы, развиваемой го-
ловками миозина, определялась как доля неци-
клирующего NEM-модифицированного миозина, 
необходимая для полной остановки движения. 
Для контрольного миозина эта доля составила 
62%, а в присутствии Pb2+, Cd2+ и их комбинации – 
62%, 63% и 66% соответственно (рис.  3, а, б, в).
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Рис. 1. Кардиомиоцит левого желудочка крысы, окрашенный Leadmium Green, в светлопольном 
режиме  (а), на 0-й  (б) и 10-й минуте  (в) обработки PbCl2 во флуоресцентном режиме; нормированная 
интенсивность флуоресценции на 0-й и 10-й минуте обработки PbCl2  (г), данные представлены как 
среднее  ± стандартное отклонение. Кардиомиоцит левого желудочка крысы, окрашенный Leadmium 
Green, в светлопольном режиме  (д), на 0-й  (е) и 10-й минуте  (ж) обработки CdCl2 во флуоресцентном 
режиме; нормированная интенсивность флуоресценции на 0-й и 10-й минуте обработки CdCl2  (з), дан-
ные представлены как среднее  ± стандартное отклонение

Рис. 2. Зависимость скорости скольжения актина по миозину от концентрации PbCl2  (а), CdCl2  (б) и ком-
бинации PbCl2 и CdCl2 (1  :  1)  (в); зависимость фракции подвижных филаментов от концентрации PbCl2  (г), 
CdCl2  (д) и комбинации PbCl2 и CdCl2 (1  :  1)  (е)
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Таблица 1. Характеристики кривых «концентрация-эффект» в присутствии ионов свинца и кадмия

Скорость Фракция подвижных филаментов

Pb2+ Cd2+ Pb2+  +  Cd2+ Pb2+ Cd2+ Pb2+  +  Cd2+

Концентрация, необходимая  
для остановки движения, мМ 1,6 1,1 1,3 1,6 1,1 1,3

IC50 фазы  I, мМ 0,255 0,359 0,176 0,120 0,269 0,754

IC50 фазы  II, мМ 1,251 0,956 0,989 1,012 1,052 1,272

Рис. 3. Зависимость скорости скольжения актина по миозину от доли NEM-модифицированного миозина 
в контрольной группе  (К), при добавлении 0,5  мМ PbCl2  (а), 0,5  мМ CdCl2  (б) и 0,5  мМ комбинации PbCl2 и 
CdCl2 (1  :  1)  (в). Количество филаментов в поле зрения экспериментальной записи при добавлении PbCl2  (г), 
CdCl2  (д) и комбинации PbCl2 и CdCl2 (1  :  1)  (е)

При добавлении высоких концентраций 
исследуемых металлов (1,5–3,5  мМ) количество 
осевших на миозин актиновых филаментов сни-
жалось пропорционально увеличению концен-
трации ионов (рис.  3, г, д, е). Значимых отличий 
между группами найдено не было.

Скорость скольжения актина по миозину 
разных камер сердца в присутствии ионов 
свинца и кадмия. Добавление 0,1  мМ PbCl2 не 
оказывало значимого влияния на скорость сколь-
жения актина по миозину всех исследуемых отде-
лов сердца. При добавлении 0,5  мМ PbCl2 скорость 
скольжения актина по миозину левого предсер-
дия, правого и левого желудочка снижалась на 
5%, 12% и 2% соответственно. При этом добавле-
ние 0,1  мМ CdCl2 снижало скорость на 27%, 25% 

и 25%, а 0,5  мМ CdCl2  – на 47%, 43% и 55% для 
левого предсердия, правого и левого желудочка 
соответственно (рис.  4).

Скорость скольжения актина и НТФ по 
миозину в присутствии ионов свинца, кадмия 
и их комбинации. Добавление 0,1  мМ CdCl2 сни-
жало скорость скольжения актина по миозину 
на 26%, а добавление 0,1  мМ PbCl2 и комбинации 
металлов не оказывало значимого влияния на эту 
скорость. Добавление 0,5  мМ PbCl2 не оказывало 
значимого влияния, а добавление 0,5  мМ CdCl2 и 
комбинации металлов снижало скорость сколь-
жения актина по миозину на 56% и 45% соответ-
ственно (рис.  5,  а).

При этом добавление 0,1  мМ PbCl2, CdCl2 и их 
комбинации снижало скорость скольжения НТФ 
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Рис. 4. Нормированная скорость скольжения актина по миозину предсердий  (а), правого  (б) и левого  (в) 
желудочка свиньи в присутствии 0,1  мМ и 0,5  мМ PbCl2 или CdCl2. *  Статистически значимые отличия от 
контрольной группы (p  <  0,05)

Рис. 5. Нормированная скорость скольжения актина  (а) и НТФ левого желудочка свиньи  (б) по миозину 
левого желудочка свиньи в присутствии 0,1  мМ и 0,5  мМ PbCl2, CdCl2 или их комбинации. *  Статистически 
значимые отличия от контрольной группы (p  <  0,05)

по миозину на 19%, 23% и 25% соответственно. 
А  при добавлении 0,5  мМ PbCl2, CdCl2 и их ком-
бинации скорость скольжения НТФ по миозину 
снижалась на 40%, 38% и 36% соответственно 
(рис. 5, б). При этом при добавлении 0,6 мМ PbCl2, 
CdCl2 или их комбинации движение полностью 
останавливалось.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Влияние ионов свинца и кадмия на функ-
цию миозина и тонкого филамента. Pb2+ и Cd2+ 
могут накапливаться в миокарде  [13,  14] и изме-
нять профиль потенциала действия кардиомио-

цитов  [21,  28]. Двухвалентные катионы свинца 
и кадмия способны проникать в кардиомиоциты 
через различные транспортные каналы  [50], од-
нако дальнейшая миграция и распределение по 
клетке были показаны только для ионов свин-
ца  [21]. Наши результаты впервые предоставля-
ют экспериментальные доказательства того, что 
не только Pb2+, но и Cd2+ способен проникать в 
кардиомиоциты и распределяться по всей клетке. 
Следовательно, оба металла, в том числе благо-
даря их способности связываться с -SH-группами 
белков  [34], имеют потенциальную возможность 
взаимодействовать с металл-связывающими сай-
тами сократительных и регуляторных белков 
миокарда  [50].
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Миозин сердца содержит два сайта связыва-
ния металлов  – ATP-связывающий карман, кото-
рый связывает Mg2+ в комплексе Mg–ATP  [7], и 
ЛЦМ  2, которая, будучи членом семейства EF-hand, 
способна связывать Ca2+ и Mg2+  [6]. Важно пони-
мать, что ATP-связывающий карман, помимо ком-
плекса Mg–ATP, может также связывать комплекс 
Са–ATP  [7,  51,  52], следовательно, на эти сайты 
связывания гипотетически могут воздействовать 
и другие двухвалентные катионы. Кроме того, 
было показано, что ATPазная активность миозина 
изменяется в присутствии Pb2+ и Cd2+  [22, 38, 39].

Скелетный тропонин  C и кальмодулин, при-
надлежащие к семейству EF-hand, могут связывать 
ряд двухвалентных катионов, включая Pb2+, Cd2+, 
Sr2+, Mn2+ и Zn2+  [39,  41]. Оптимальное связывание 
катионов с белками семейства EF-hand происхо-
дит при ионном радиусе в диапазоне между ион-
ными радиусами Mg2+ (0,81  Å) и Ca2+ (1,06  Å)  [53].

Учитывая эффективный ионный радиус Cd2+ 
(0,97  Å) и Pb2+ (1,19  Å), мы предполагаем, что перво- 
очередной мишенью для этих ионов среди белков 
саркомера миокарда может служить входящий 
в состав тонкого филамента тропонин  С  – член 
семейства EF-hand, который в норме связывает 
только Ca2+. Ранее было показано, что скелет-
ный тропонин С может взаимодействовать с Pb2+ 
и Cd2+  [39,  54]. Второй мишенью может служить 
ЛЦМ  2, которая связывает как Mg2+, так и Ca2+. 
К третьей мишени  – ATP-связывающему карма-
ну миозина, который в норме связывает только 
Mg2+  – двухвалентные катионы свинца и кадмия 
должны иметь меньшее сродство в силу большей 
разности эффективных ионных радиусов.

Мы исследовали характеристики взаимодей-
ствия миозина с актином и НТФ, состоящим из 
актина, тропонина и тропомиозина, при различ-
ных концентрациях хлорида свинца и кадмия. 
Снижение скорости скольжения актина по мио-
зину происходило при увеличении концентрации 
ионов вплоть до полной остановки движения при 
концентрациях в диапазоне 1,1–1,6  мМ. При этом 
кривая зависимости скорости от концентрации 
Pb2+ и Cd2+ имеет вид двухфазной кривой, что ги-
потетически может быть обусловлено наличием 
у миозина двух потенциальных мишеней для свя-
зывания исследуемых ионов: ATP-связывающего 
кармана и ЛЦМ  2.

Эксперимент с НТФ проходил при наличии 
Ca2+ в растворе, что в теории должно было осла-
бить действие Pb2+ и Cd2+ за счёт конкуренции. 
При низких концентрациях металлов снижение 
скорости скольжения НТФ по миозину действи-
тельно происходило немного медленнее, чем при 
скольжении актина, но при увеличении дозы до 
0,6  мМ происходила остановка движения, что 
подтверждает более высокую чувствительность 

тонкого филамента к Pb2+ и Cd2+ по сравнению 
с  миозином.

Отдельного обсуждения заслуживает срав-
нение скорости скольжения актина по миозину 
разных камер сердца. Известно, что в миокарде 
предсердий и правого желудочка Pb2+ и Cd2+ могут 
накапливаться в более высокой концентрации, 
чем в левом желудочке  [55], а в наших предыду-
щих работах было показано, что скорость скольже-
ния тонкого филамента по миозину предсердий и 
правого желудочка более подвержена изменени-
ям при хронической интоксикации свинцом  [33]. 
Таким образом, несмотря на то что миозин пред-
сердий и желудочков имеет различные изоформы 
ЛЦМ  2, при данных концентрациях Pb2+ и Cd2+ 
различий в характеристиках актин-миозинового 
взаимодействия найдено не было.

Сравнение токсического влияния ионов 
свинца и кадмия. По данным ВОЗ свинец, сре-
ди прочих химических веществ, оказывает наи-
более серьёзное влияние на функцию сердца и 
вызывает сердечно-сосудистые заболевания  [9]. 
При этом кадмию уделяется значительно меньше 
внимания, и глобальных статистических данных 
по влиянию кадмия на функцию сердца нет  [9]. 
Наши исследования показывают, что прямое воз-
действие ионов кадмия на функцию миозина 
миокарда значительно более токсично, чем тако-
вое у ионов свинца: при скольжении актина по 
миозину Cd2+ останавливает движение при кон-
центрации 1,1  мМ, тогда как для Pb2+ требуется 
концентрация 1,6  мМ. Cd2+  имеет меньший ион-
ный радиус по сравнению с Pb2+, поэтому его ток-
сичность в данном случае предсказуема. Стоит 
отметить, что для полной остановки скольже-
ния актина по миозину требуется концентрация 
комбинации металлов 1,3  мМ, что выше, чем для 
Cd2+, но ниже, чем для Pb2+. Это указывает не на 
суммарный эффект воздействия Pb2+ и Cd2+, а на 
конкурентные отношения между этими ионами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Свинец и кадмий в форме двухвалентных 
катионов способны проникать и распределяться 
по всему кардиомиоциту, что создаёт для них воз-
можность связываться с белками и ухудшать их 
функцию.

Мы показали, что для остановки движения 
тонкого филамента по миозину требуются значи-
тельно меньшие концентрации Pb2+ и Cd2+, чем 
для остановки движения актина по миозину.  
Прямое воздействие Pb2+ и Cd2+ может быть об-
условлено потенциальным взаимодействием 
с белками семейства EF-hand тропонином  С и 
ЛЦМ  2, а также с ATP-связывающим карманом, 
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при этом тропонин  C является их первоочеред-
ной мишенью. Наши исследования показывают, 
что прямое воздействие Cd2+ на функцию миозина 
может быть значительно более токсичным, чем 
воздействие свинца.

Таким образом, мы впервые показали, что 
Pb2+ и Cd2+ могут оказывать прямое воздействие 
на функцию миозина и тонкого филамента, изме-
няя механические свойства миокарда на молеку-
лярном уровне и увеличивая риск сердечно-сосу-
дистых заболеваний. Учитывая способность Pb2+ 
и Cd2+ к накоплению в миокарде, это является 
серьёзной проблемой для населения, проживаю-
щего в экологически неблагоприятных условиях. 
Поэтому исследование механизмов влияния двух-
валентных катионов свинца и кадмия на функ-
цию миозина и НТФ не только вносит вклад в 
копилку фундаментальных знаний, но и может 
быть использовано для дальнейшей разработки 
эффективных стратегий профилактики и лечения 
сердечно-сосудистых заболеваний.
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CARDIAC MYOSIN AND THIN FILAMENT AS A TARGET  
FOR LEAD AND CADMIUM DIVALENT CATIONS

O. P. Gerzen*, I. K. Potoskueva, A. E. Tzybina, T. A. Myachina, and L. V. Nikitina

Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, 
620078 Ekaterinburg, Russia; e-mail: o.p.gerzen@gmail.com

Lead and cadmium, which are heavy metals widely distributed in the environment, significantly con-
tribute to cardiovascular morbidity and mortality. Using Leadmium Green dye, we have shown that 
lead and cadmium enter the cardiomyocytes, distributing throughout the cell. Using an in vitro motility 
assay, we have shown that the sliding velocity of actin and native thin filaments over myosin decreases 
with increasing concentrations of Pb2+ and Cd2+. Significantly lower concentrations of Pb2+ and Cd2+ 
(0.6  mM) were required to stop the movement of thin filaments over myosin compared to stopping 
actin movement over the same myosin (1.1-1.6  mM). A lower concentration of Cd2+ (1.1  mM) needed 
to stop actin movement over myosin compared to the Pb2++Cd2+ combination (1.3  mM) and lead alone 
(1.6  mM). There were no differences found in the lead and cadmium cations’ effects on the relative 
force developed by myosin heads or the number of actin filaments bound to myosin. The sliding ve-
locity of actin over myosin in the left atrium, right and left ventricles changed equally when exposed 
to the same dose of the same metal. Thus, we have demonstrated for the first time that Pb2+ and 
Cd2+ can directly affect myosin and thin filament function, with Cd2+ exerting a more toxic influence 
on  myosin function compared to Pb2+.

Keywords: myosin, thin filament, lead, cadmium, cardiac muscle
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Мультигенное семейство TRIM является важным компонентом врожденной иммунной системы. 
Долгое время считалось, что основная функция генов этого семейства заключается в антивирус-
ной защите организма хозяина. Менее изученным оставался вопрос об их участии в ответе 
иммунной системы на бактериальную инвазию. Настоящий обзор представляет собой первый 
комплексный анализ механизмов действия генов семейства TRIM в ответе на бактериальные 
инфекции, который расширяет существующие представления о роли TRIM в работе врожденной 
иммунной системы. При инфицировании разными видами бактерий отдельные белки TRIM 
регулируют в клетках воспалительный, интерфероновый и другие ответы иммунной системы, 
влияют на процессы аутофагии и апоптоза. Механизмы работы белков TRIM в ответе на бак-
териальную инфекцию, как и при вирусной инфекции, часто включают одно из основных 
свойств этих белков – убиквитинирование, а также различные белок-белковые взаимодействия 
как с  бактериальными белками, так и с белками клеток хозяина. При этом, наряду с анти-
бактериальным действием, некоторые белки TRIM, наоборот, могут способствовать развитию 
инфекции. При общей схожести механизмов, используемых разными членами семейства TRIM 
в ответ на вирусные и бактериальные инфекции, конечный результат действия этих белков 
иногда существенно различается. Новые данные по влиянию белков TRIM на бактериальные 
инфекции вносят важный вклад в более детальное понимание функционирования врожденной 
иммунной системы животных и человека при взаимодействии с патогенами. Эти данные могут 
быть также использованы для поиска новых мишеней для антибактериальной защиты.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гены TRIM, бактерии, врожденный иммунитет.

DOI: 10.31857/S0320972524070076 EDN: WNDPJG

Принятые сокращения: ISG  – интерферон-стимулируемый ген; LPS  – липополисахарид; MAPK  – митоген-
активируемые протеинкиназы; NLR  – NOD-подобные рецепторы; NLRP3  – NOD-подобный рецепторный бе-
лок 3; PAMP – патоген-ассоциированные молекулярные паттерны; PRR – рецепторы распознавания паттерна; 
SUMO  – малый убиквитин-подобный белок-модификатор; TLR  – толл-подобные рецепторы; TRIM  – трехчаст-
ный мотив.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Врожденная иммунная система млекопитаю-
щих защищает организм от заболеваний бактери-
альной, вирусной или грибковой природы путем 
узнавания и удаления патогенов при помощи 
множества различных молекулярных процессов. 
Первым этапом в активации этой системы явля-

ется взаимодействие рецепторов распознавания 
паттерна (PRR) (толл-подобные рецепторы  (TLR), 
лектины С-типа, NOD-подобные рецепторы  (NLR), 
RIG-I-подобные рецепторы и AIM2-подобные ре-
цепторы) с консервативными структурами патоге-
нов – патоген-ассоциированными молекулярными 
паттернами (PAMP) (липиды, белки и нуклеино-
вые кислоты). PAMP обычно имеют уникальные 
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Рис. 1. Основные функции генов семейства TRIM в клетке

молекулярные или субмолекулярные характери-
стики, отсутствующие в клетках хозяина, благода-
ря чему иммунные клетки распознают их при по-
мощи PRR [1, 2]. Взаимодействие PRR с патогеном 
инициирует различные иммунные ответы, в том 
числе продукцию цитокинов и инициацию про-
воспалительной и адаптивной иммунных реак-
ций, а также высвобождение интерферонов  (IFN), 
которые индуцируют экспрессию сотен интерфе-
рон-стимулируемых генов  (ISG)  [3], необходимых 
для подавления инфекции.

Хотя на сегодняшний день основные компо-
ненты врожденного иммунитета достаточно хоро-
шо изучены, очевидно, что имеет место гораздо 
более сложная схема взаимодействия многочис-
ленных факторов, регулирующих сигнальные 
пути врожденной иммунной системы и экспрес-
сию генов при воздействии разных патогенов. 
В  частности, многие ISG, к которым относятся и 
большинство генов семейства трехчастных моти-
вов  (TRIM), играют важную роль в передаче сиг-
нала от рецепторов врожденного иммунитета в 
клетке к транскрипционным факторам (в част-
ности, NF-κB, AP-1, IRF3, IRF7 и др.), запускающим 
ответ врожденной иммунной системы на пато-
гены  [4].

Семейство генов TRIM кодирует свыше 80 раз-
личных белков, объединенных консервативной 
структурой, состоящей из трех доменов: RING, 
B-box и CC, которые вместе образуют мотив RBCC, 
находящийся на N-конце. Домен RING является 
цинк-связывающим и обеспечивает Е3-убикви-
тинлигазную активность, а также способен ката-
лизировать прямой перенос SUMO (малый убик-
витин-подобный белок-модификатор) и  ISG15 на 
специфические белковые субстраты. Домены типа 
B-box, как и RING, тоже являются цинк-связываю-
щими и могут проявлять Е3-убиквитинлигазную 

активность  [5]. Однако основная предполагаемая 
роль доменов B-box  – участие в создании необхо-
димой структуры белка при димеризации и оли-
гомеризации мономеров белков TRIM совместно 
с доменом  СС, а также при осуществлении TRIM 
Е3-убиквитинлигазной реакции  [6]. С-Концевой 
регион белков TRIM может содержать один или 
несколько типичных мотивов, в зависимости от 
представленности которых семейство белков 
TRIM было разделено на 11  подгрупп (С1–С11)  [7]. 
Различные С-концевые мотивы определяют ва-
риабельность свойств, которые проявляют белки 
семейства TRIM  [7–10]. В  настоящее время уста-
новлено, что белки семейства TRIM принимают 
участие во множестве биологических процессов 
в клетках  (рис.  1), и нарушения в их работе мо-
гут приводить к развитию различных патоло-
гий  [7,  9,  11,  12].

Впервые белки TRIM привлекли к себе вни-
мание исследователей в качестве важных участ-
ников антивирусной защиты организма  [13–17]. 
Было показано, что некоторые из этих белков мо-
гут напрямую взаимодействовать с компонентами 
вирусов и подавлять их размножение. Кроме того, 
белки этого семейства способны опосредованно 
регулировать сигнальные пути врожденного им-
мунитета в ответ на вирусную инфекцию  [18]. 
Однако роль белков TRIM в ответе иммунной си-
стемы на различные бактериальные инфекции 
долгое время оставалась малоизученной. Только 
недавно стали появляться данные об изменении 
экспрессии множества генов TRIM при различных 
бактериальных инфекциях  [19,  20], что предпола-
гает их вовлеченность в ответ иммунной системы 
на эти патогены. Так, Chen et al. [19] показали, что 
у пациентов с туберкулезом, инфицированных 
Mycobacterium tuberculosis, из 72  проанализиро-
ванных генов семейства TRIM экспрессия 20 генов  
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была подавлена по сравнению со здоровыми па-
циентами. Сходные результаты были получены и 
на макрофагах, инфицированных Mycobacterium 
smegmatis  [19]. Stepanenko  et  al.  [20] показали, 
что после инфекции такими бактериями, как 
Pseudomonas aeruginosa и Chlamydia spp., большин-
ство из 75  проанализированных генов TRIM ак-
тивировались в клетках  A549 и в легких мышей 
и подавлялись в линиях U937 и  PC3 человека и 
лимфатических узлах мышей. Это свидетельству-
ет в пользу того, что множество генов семейства 
TRIM вовлечены в реакцию врожденного имму-
нитета на различные бактериальные инфекции. 
В  данном обзоре мы анализируем разнообразные 
механизмы участия мультигенного семейства 
TRIM в регуляции сигнальных путей врожден-
ного иммунитета при бактериальных инфекциях 
и проводим их сравнение с механизмами, рабо-
тающими при антивирусном ответе. Особенности 
функционирования генов TRIM в ходе иммунного 
ответа на бактериальные инвазии обобщены в 
конце обзора.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ  
ДЕЙСТВИЯ БЕЛКОВ СЕМЕЙСТВА TRIM  

В ОТВЕТ НА БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ИНФЕКЦИИ

В табл.  1 обобщены имеющиеся к началу 
2024  года данные, указывающие на вовлечен-
ность почти двух десятков членов семейства TRIM 
в иммунные ответы на различные типы бактери-
альных инфекций и на воздействие липополи-
сахаридов (LPS), которые имитируют взаимодей-
ствие с грамотрицательными (G–) бактериями.

В процессе эволюции иммунной системы 
млекопитающих были выработаны различные 

механизмы, призванные препятствовать развитию 
микробной инфекции и регулировать воспалитель-
ные ответы. Бактерии, со своей стороны, также 
используют множество различных механизмов, 
чтобы обеспечить свое выживание, модулируя 
ключевые сигнальные пути хозяина и влияя на 
посттрансляционные модификации ключевых 
белков, чтобы ослабить врожденный иммунный 
ответ хозяина  [21]. Такое «перетягивание кана
та»  [22] проявляется в том, что в процессе эво-
люции у бактерий появилось различное эффек-
тивное молекулярное «оружие» для борьбы с 
врожденным иммунитетом, в частности, обшир-
ный набор эффекторов вирулентности, используе-
мых для подавления иммунитета хозяина путем 
захвата процесса убиквитинирования хозяина, в 
котором участвуют белки  TRIM  [23].

Подавляющее большинство белков TRIM дей-
ствуют как E3-убиквитинлигазы и катализируют 
прямой перенос убиквитина, а также SUMO и 
ISG15 на специфические белковые субстраты [24]. 
Убиквитинирование представляет собой пост-
трансляционный процесс ковалентного присо-
единения молекулы убиквитина, состоящей из 
76 аминокислот, к белкам-субстратам [25,  26]. Про-
цесс сумоилирования заключается в присоедине-
нии небольшого белка убиквитин-подобного мо-
дификатора SUMO  [27]. Наконец, ISGилирование 
представляет собой конъюгацию белка  ISG15 с 
белком-мишенью  [28].

Некоторые белки TRIM (7,  8,  29,  38,  56,  65) при-
меняют убиквитинирование и сумоилирование 
белков-мишеней при ответе на различные бакте-
риальные инфекции  (см.  табл.  1). Использование 
ISGилирования белками TRIM в ответе на бакте-
риальную инфекцию к настоящему моменту не 
было обнаружено.

Таблица 1. Молекулярные механизмы действия белков семейства TRIM в ответ на бактериальные инфекции

TRIM Бактерии/LPS Механизм действия

TRIM7
LPS повышает продукцию TNFα, IL-6 и IFN-β в макрофагах  [37]

Listeria monocytogenes положительно регулирует накопление аутофагосом, способствуя 
K63-убиквитинированию ATG7 и подавлению инфекции  [71]

TRIM8

LPS; Salmonella 
enterica serovar 
Typhimurium

подавляет TLR3/4-опосредованный врожденный иммунный ответ 
и  воспалительный ответ (TNFα, IL-6, Rantes и IFN-β), осуществляя  
К6- и  К33-убиквитинирование TRIF  [30]

Pseudomonas 
aeruginosa

способствует К63-убиквитинированию TAK1, что приводит  
к активации NF-κB, выработке провоспалительных цитокинов  
и усилению инфекции у мышей  [32]

LPS усиливает LPS-индуцированное воспаление (TNFα, IL-6, IL-1β) 
посредством активации NF-κB в эпителиальных клетках легких  [31]

P.  aeruginosa, 
Chlamydia trachomatis

экспрессия гена в легких инфицированных мышей и в человеческих 
промоноцитах U-937 повышается при инфекциях  [20]
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Таблица 1 (продолжение)

TRIM Бактерии/LPS Механизм действия

TRIM14
L.  monocytogenes ингибирует инфекцию при помощи нетранскрипционного механизма, 

вероятнее всего, прямым взаимодействием с патогеном  [83]

Mycobacterium 
tuberculosis

взаимодействует с cGAS и TBK1, способствуя активации STAT3, ограни-
чению сигналинга IFNAR и подавлению интерферонового ответа  [61]

TRIM16 M.  tuberculosis
взаимодействует с Галектином  3 и ключевыми регуляторами 
аутофагии ULK1 и Beclin  1, что приводит к активации селективной 
аутофагии и защите клеток от инфекции  [73]

TRIM20

Yersinia 
pseudotuberculosis

бактериальный фактор вирулентности YopЕ активирует инфламмасомы 
с TRIM20/пирин, что приводит к снижению титра бактерии  [41]

Yersinia pestis
бактериальный фактор вирулентности YopM взаимодействует 
с  TRIM20, что приводит к ингибированию работы инфламмасом 
и  усилению вирулентности бактерии  [41]

Clostridium difficile при инфекции активируются инфламмасомы с TRIM20 и секреция 
макрофагами IL-1β и IL-18  [40]

Francisella novicida стимулирует AIM2-опосредованную передачу сигналов воспаления 
и  гибель инфицированных клеток  [81]

TRIM21 S.  enterica serovar 
Typhimurium

способствует внутриклеточной нейтрализации бактерий, покрытых 
антителами (ADIN)  [75];
накопление TRIM21 в лизосомах при инфекции приводит к усилению 
гибели инфицированных макрофагов  [74]

TRIM22 M.  tuberculosis подавляет инфекцию, усиливая аутофагию через сигнальный 
путь  NF-κB/Beclin  1  [76]

TRIM25 M.  tuberculosis
способствует выживанию микобактерий в клетках, усиливая p38 
и подавляя NF-κB сигнальные пути продукции воспалительных 
цитокинов  [52]

TRIM27

M.  tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium 
smegmatis

стимулирует апоптоз в макрофагах [49]; 
снижает выживаемость микобактерий за счет усиления воспалитель-
ного ответа, активируя сигнальный путь JNK/p38 и подавляя актива-
цию NF-κB  [49]

LPS снижает апоптоз и ингибирует активность сигнального пути  
TLR4/NF-κB в легочных фибробластах  [36]

TRIM28
Helicobacter pylori

регулирует фосфорилирование TAK1, IκB-киназ, IKKα/IKKβ и MAP-киназ, 
активность NF-κB и экспрессию IL-8 в зараженных эпителиальных 
клетках  [35]

LPS сумоилирует NLRP3, защищая его от протеасомной деградации,  
и активирует инфламмасомы  [45]

TRIM29 LPS;  
Haemophilus influenzae

способствует разрушению NEMO через К48-убиквитинирование, 
что  приводит к ингибированию экспрессии IFN-I и провоспали
тельных цитокинов [63]

TRIM31

LPS;  
Shigella flexneri

индуцирует ATG5/7-независимое образование аутолизосом в эпители-
альных клетках;
напрямую взаимодействует с фосфатидилэтаноламином с последую-
щей стимуляцией образования аутолизосом и удаления патогена 
из  клеток кишечника  [72]

H.  pylori
негативно регулирует активацию инфламмасом NLRP3 и секрецию 
IL-1β, подавляя накопление поврежденных митохондрий и  активных 
форм кислорода, а также ускоряя аутофагию и поддерживая 
лизосомальную функцию при инфекции  [46]
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Таблица 1 (окончание)

TRIM Бактерии/LPS Механизм действия

TRIM32

LPS;  
S.  enterica serovar 
Typhimurium

направляет TRIF для TAX1BP1-опосредованной селективной аутофагии, 
таким образом негативно регулируя иммунный ответ TLR3/4 
и  транскрипцию воспалительных генов, защищая от инфекции 
S.  enterica и  воздействия LPS  [78]

M.  tuberculosis способствует разрушению патогена посредством аутофагии  [79]

L.  monocytogenes
снижает рекрутирование клеток врожденного иммунитета и их спо-
собность уничтожать бактерии за счет снижения продукции iNOS 
и  секреции хемокинов  [51]

Streptococcus suis
способствует выживанию бактерий в крови, вызывая более высокий 
уровень бактериемии и чрезмерный провоспалительный иммунный 
ответ  [50]

TRIM38
LPS;  
S.  enterica serovar 
Typhimurium

негативно влияет на TLR3/4-опосредуемые интерфероновый (I  типа) 
и  воспалительный (TNFα и IL-1β) ответы;
способствует К48-полиубиквитинированию TRIF с последующей 
протеасомной деградацией  [33]

TRIM56 S.  enterica serovar 
Typhimurium

бактериальный эффектор  SopA усиливает убиквитинирование  TRIM56, 
активируя способность этого белка стимулировать экспрессию IFN-β 
через RIG-I и MDA5 рецепторы [62];
бактериальный эффектор  SopA при взаимодействии убиквитинирует 
TRIM56 и способствует его протеасомной деградации  [85]

TRIM60 LPS;  
L.  monocytogenes

способствует развитию инфекции, подавляя образование и активацию 
TAK1-сигналосом, вызываемую сумоилированием TAB2 и последующей 
активацией митоген-активируемых протеинкиназ  (MAPK) и NF-κB  [34]

TRIM65

S.  enterica serovar 
Typhimurium

бактериальный эффектор SopA усиливает убиквитинирование TRIM65, 
активируя способность этого белка стимулировать экспрессию IFN-β 
через MDA5  [62];
бактериальный эффектор SopA убиквитинирует TRIM65 и способствует 
его протеасомной деградации  [85]

LPS
с помощью K48-убиквитинирования и деградации VCAM-1 подавляет 
воспаление в легких [47];
экспрессия гена подавляется путем активации сигнального 
пути  MAPK  [48]

TRIM72 P.  aeruginosa
в мышиных альвеолярных макрофагах ингибирует фагоцитоз, управ-
ляемый рецептором комплемента CRIg; гиперэкспрессия гена способ-
ствует развитию инфекции, усиливая активацию NF-κB  [53]

Однако механизмы работы TRIM при бак-
териальных инфекциях не исчерпываются их 
Е3-убиквитинлигазой активностью. Далее мы 
остановимся на основных процессах, в которых 
принимают участие TRIM в ответ на бактериаль-
ные патогены, и сравним их с ответом на вирус- 
ные инфекции.

Воспалительный ответ. Воспаление в ответ 
на инфекцию патогенами является важным меха-
низмом врожденного иммунного ответа. При этом 
в функции врожденного иммунитета входит как 
активация, так и подавление чрезмерного воспа-
ления, которое приводит к повреждению клеток 
и тканей. В  последнее время установлено, что 

многие гены TRIM играют важную роль в регу-
ляции воспаления при бактериальной инфекции.

После запуска иммунного ответа на бактери-
альную инфекцию, осуществляемого TLR, включа-
ется сигнальный путь транскрипционного фактора 
NF-κB. NF-κB активирует транскрипцию генов, ко-
дирующих многие провоспалительные цитокины 
и хемокины (в первую очередь TNFα и IL-1β)  [29]. 
При бактериальных инфекциях в этом процессе 
активно и, что удивительно, разнонаправленно 
участвуют отдельные белки  TRIM  (рис.  2).

Так, например, в ответ на воздействие LPS и 
инфекцию Salmonella enterica serovar Typhimurium 
у мышей TRIM8  осуществляет К6- и К33-полиуби-
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Рис. 2. Регуляция воспалительного ответа врожденного иммунитета белками TRIM при бактериальных ин-
фекциях. Белки TRIM в красных кружках подавляют иммунный ответ, в темно-синих  – усиливают иммун-
ный ответ

квитинирование  TRIF, что нарушает его взаимо-
действие с  TBK1 и подавляет TLR3/4-опосредован-
ный врожденный иммунный ответ (индукцию 
TNFα, IL-6, Rantes и IFN-β)  [30]. Подавление экс-
прессии гена TRIM8 приводило к повышенной 
восприимчивости мышей к сальмонеллезной ин
фекции и потере веса. Также TRIM8 усиливает 
LPS-индуцированное воспаление (TNFα, IL-6, IL-1β) 
посредством активации NF-κB в эпителиальных 
клетках легких  [31].

В то же время при инфекции P. aeruginosa по-
давление экспрессии гена TRIM8 снижало К63-по-
лиубиквитинирование TAK1, что приводило к 
подавлению сигнального пути NF-κB выработки 
провоспалительных цитокинов и уменьшению 
количества бактерий на роговице мышей  [32]. 
Таким образом, в зависимости от типа заражаю-
щих бактерий TRIM8 по-разному убиквитинирует 
разные целевые белки, что приводит к противо-
положному действию этого белка на бактериаль-
ную инфекцию у мышей.

Нокаут гена TRIM38 при инфекции S.  enterica 
или при обработке мышей LPS приводил к повы-
шенной смертности у животных  [33]. Было уста-
новлено, что TRIM38 отрицательно регулирует 
передачу сигналов TLR3/4, катализируя K48-поли-
убиквитинирование и протеасомную деградацию 
адаптерного белка  TRIF. Во  время поздней фазы 
инфекции IFN-I индуцирует накопление TRIM38, 
который способствует лизосомально-зависимой 
деградации TAB2 (уже независимо от Е3-убикви-
тинлигазной активности) и отрицательно регу-
лирует передачу сигналов TNFα и IL-1β. Таким 
образом, накопление TRIM38 под действием IFN-I, 
который вырабатывается для защиты от микроб-

ной инфекции, способствует прекращению ответа 
врожденного иммунитета на поздней фазе, чтобы 
предотвратить вредные эффекты повышенной 
воспалительной реакции.

Под действием LPS на мышей TRIM60 сумои-
лирует  TAB2, в результате чего нарушается обра-
зование комплекса TRAF6/TAB2/TAK1 и подавля-
ется активация нижестоящих сигнальных путей 
митоген-активируемых протеинкиназ  (MAPK) и 
NF-κB [34]. В эпителиальных клетках, зараженных 
Helicobacter pylori, TRIM28 участвует в активации  
NF-κB, регулируя фосфорилирование TAK1, IκB-
киназ IKKα/IKKβ и MAPК  [34]  (рис.  2). Кроме того, 
TRIM28 способствует усилению экспрессии IL-8 
[35]. TRIM27 способен защищать клетки от дей-
ствия LPS, ингибируя TLR4/NF-κB и воспалитель-
ный ответ  [36]. TRIM7, напротив, способствует на-
коплению воспалительных цитокинов TNFα, IL-6 
и IFN-β, индуцируемому LPS в макрофагах, через 
TLR4-опосредованные сигнальные пути, в том 
числе с участием MAPK, NF-κB и IRF3  [37]  (рис. 2).

Важнейшими компонентами врожденного 
иммунного ответа являются инфламмасомы, кото-
рые распознают сигналы опасности в цитоплазме 
клеток и запускают воспалительный сигнальный 
каскад, приводящий к пироптозу  – одному из 
видов программируемой клеточной гибели  [38]. 
В  результате воздействия PAMP сенсоры воспале-
ния образуют мультибелковый комплекс, который 
активирует каспазу-1. Это приводит к расщепле-
нию субстратов, передаче воспалительных сиг-
налов и гибели воспалительных клеток. TRIM20/
пирин представляет собой уникальный сенсор, 
запускающий сборку инфламмасомы в ответ 
на  бактериальные токсины или эффекторы  [39]. 
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У  TRIM20 домен RING заменен на домен пирин с 
сохранением остальных доменов семейства  TRIM. 
Было установлено, что энтеротоксин Clostridium 
difficile активирует образование инфламмасом с 
участием TRIM20 и секрецию воспалительных 
цитокинов IL-1β и IL-18, что приводит к подав-
лению инфекции  [40]. При инфицировании мак-
рофагов бактерией Yersinia pseudotuberculosis на-
блюдали как активацию TRIM20-инфламмасомы 
белком бактерии YopЕ, так и ингибирование ра-
боты инфламмасомы и усиление вирулентности 
бактерии, которое осуществлялось в результате 
прямого взаимодействия бактериального эффек-
тора YopM с  TRIM20  [41,  42].

Инфламмасома NLRP3 участвует в защите 
организма при многих инфекционных заболе-
ваниях посредством модулирования секреции 
воспалительных цитокинов. Это олигомерный 
комплекс, который состоит из адаптера ASC, NOD-
подобного рецепторного сенсора NLRP3 и каспа-
зы-1  [43]. Активация инфламмасомы NLRP3 приво-
дит к секреции воспалительных медиаторов IL-1β 
и IL-18  [44] и подавлению инфекции. В  этом про-
цессе участвует белок TRIM28, который под дей-
ствием LPS на макрофаги мыши сумоилирует и 
таким образом сохраняет NLRP3, противодействуя 
подавлению воспалительного ответа  [45]  (рис.  2). 
Повышенный клеточный уровень NLRP3 облегча-
ет сборку инфламмасом и усиливает их актива-
цию. Также при инфекции H.  pylori TRIM31 умень-
шает активацию инфламмасом NLRP3 и секрецию  
IL-1β, подавляя накопление поврежденных мито-
хондрий и активные формы кислорода, ускоряя 
аутофагию и поддерживая лизосомальную функ-
цию  [46]  (рис.  2).

Существуют и другие механизмы участия бел-
ков TRIM в индукции воспалительных процессов. 
Так, при обработке мышей LPS TRIM65 селективно 
убиквитинирует белок VCAM-1 с его последующей 
деградацией, а нокаут TRIM65 у мышей приводит 
к усилению их гибели из-за повышенной воспа-
лительной реакции  [47,  48]. При инфицировании 
макрофагов M. tuberculosis или Mycobacterium bovis 
TRIM27 способствует активации сигнального пути 
JNK/p38, что усиливает экспрессию воспалитель-
ных генов, снижая выживаемость бактерий  [49].

Нокаут гена TRIM32 у мышей снижал уровень 
бактериемии Streptococcus suis  [50] и L.  monocy
togenes  [51] и продукцию воспалительных цито-
кинов у инфицированных животных  [50,  51], 
способствуя повышению их выживаемости. При 
инфицировании Trim32−/−-мышей L.  monocytogenes 
усиливались синтез индуцируемой NO-синтазы и 
секреция хемокинов, что приводило к повышен-
ному привлечению нейтрофилов и макрофагов 
для элиминации бактерий  [51]. Было обнаруже-
но, что TRIM25 может способствовать инфекции 

M.  tuberculosis, усиливая сигнальный путь  р38 
и подавляя сигнальные пути NF-κB и продук-
цию провоспалительных цитокинов  [52]. TRIM72 
активировал NF-κB и воспалительный ответ и 
подавлял фагоцитоз бактерий в макрофагах по-
средством связывания с рецептором комплемен-
та  CRIg, что способствовало развитию инфекции 
P.  aeruginosa  [53]. Интересно, что при вирусной 
инфекции TRIM72, напротив, способен снижать 
уровни воспалительных цитокинов и NLRP3-ин-
фламмосом  [54].

Таким образом, у животных и человека белки 
TRIM обладают способностью регулировать вос-
палительные пути врожденного иммунитета в 
ответ на бактериальное заражение, однако часто 
их действие может иметь пробактериальный эф-
фект, возможно, возникший в процессе эволюции 
в ходе выработки бактериями способов противо-
действия иммунной системе.

Интерфероновый ответ. IFN представляют 
собой цитокины, которые индуцируются в ответ 
на распознавание чужеродного материала ре-
цепторами врожденного иммунитета. Белки IFN 
обладают мощной противовирусной и противо-
микробной активностью и являются мишенями 
для различных патогенов. Факторы IRF3 и IRF7 
активируют экспрессию генов IFN вследствие 
запуска сигнальных путей врожденного иммуни-
тета. В  этом процессе активно участвует киназа 
TBK1, которая через IRF3 запускает IFN I  типа и 
вместе с IKKε активирует NF-κB  [55,  56]. IFN пере-
дают сигналы аутокринным и паракринным об-
разом через соответствующие рецепторы, активи-
руя сигнальные каскады JAK/STAT, что приводит к 
экспрессии сотен  ISG.

Хотя роль IFN и  ISG широко изучалась в кон-
тексте вирусной инфекции, данные об их роли 
при бактериальных инфекциях достаточно проти-
воречивы [22]. Показано, что IFN-I может индуци-
роваться многими бактериальными патогенами, 
такими как H.  pylori, Francisella tularensis, Legionella 
pneumophila, Y.  pseudotuberculosis, M.  tuberculosis и 
L.  monocytogenes  [57], но при этом действие IFN, 
кроме положительных эффектов, может приво-
дить к негативным последствиям для хозяина в 
зависимости от типа и штамма бактерий  [22,  58]. 
Накопление IFN и усиление воспаления, индуци-
руемые некоторыми бактериями, по-видимому, 
необходимы для их развития и выживания.

Многие гены TRIM относятся к  ISG и одно-
временно к генам, индуцирующим интерферо-
новый ответ  [4,  10,  59]. Одним из них является 
TRIM14, который играет множественную роль в 
регуляции IFN I  типа. Белок TRIM14 взаимодей-
ствует или с белком MAVS  [60], что приводит к 
стимуляции экспрессии IFN I  типа при вирус-
ной инфекции, или с cGAS и/или с TBK1/STAT3, 
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что способствует блокировке интерферонового 
рецептора IFNAR и подавлению интерферонового 
ответа [61]. В макрофагах с нокаутом гена TRIM14 
наблюдалась гипериндукция IFN-β и ряда  ISG, в 
частности  iNOS, что приводило к подавлению 
репликации M.  tuberculosis  [61].

При инфекции L.  monocytogenes TRIM32  уве-
личивает секрецию хемокинов, включая IFN-β 
и IFN-γ, что снижает рекрутирование клеток 
врожденного иммунитета к очагам инфекции 
и  способствует выживанию L.  monocytogenes  [51]. 
В  ответ на инфекцию Str.  suis TRIM32 также спо-
собствует увеличению выработки IFN-γ  [50]. При 
этом у инфицированных Trim32–/–-мышей сни-
жался уровень бактериальной нагрузки по срав-
нению с мышами дикого типа. Дефицит TRIM32 
повышал проницаемость гематоэнцефалического 
барьера и рекрутирование воспалительных моно-
цитов на ранних стадиях инфекции Str.  suis, огра-
ничивая развитие септического шока  [50].

У мышей с делецией TRIM38 после воздей-
ствия LPS и при инфекции S.  enterica усиливалась 
TLR3- и TLR4-опосредованная индукция IFN-I и 
продукция провоспалительных цитокинов TNFα и 
IL-6 [33]. При этом мыши Trim38–/– были более вос-
приимчивы к S.  enterica-индуцированной смерти.

S.  enterica выработала специфическую адапта-
цию для запуска воспалительных реакций в ки-
шечном тракте, которая не зависит от стимуляции 
PRR консервативными бактериальными продук-
тами. Эффекторный бактериальный белок SopA 
использует свою E3-убиквитинлигазную актив-
ность для усиления выработки IFN-β путем пря-
мого воздействия на белки TRIM56 и  TRIM65  [62].

При инфекции Haemophilus influenzae в мак-
рофагах TRIM29 К48-убиквитинирует белок NEMO, 
что способствует его деградации и последующему 
подавлению экспрессии IFN-I, воспалительных 
цитокинов и сигнального пути NF-κB [63] (рис. 2). 
Следует отметить, что при вирусных инфекциях 
TRIM29 также снижает продукцию интерферонов 
и воспалительных цитокинов, хотя и с помо-
щью других механизмов: в ответ на ДНК вирусов 
(TRIM29 К48-убиквитинирует белок STING  [64]) 
и на вирусную двухцепочечную РНК (TRIM29 
К11-убиквитинирует белок MAVS)  [65]. При этом 
нокаут гена TRIM29 у мышей при вирусной ин- 
фекции способствовал выживанию животных  
[64, 65], в отличие от инфекции бактерией Hae. in
fluenzae  [63].

Таким образом, известные на сегодняшний 
день данные свидетельствуют в пользу того, что 
регуляция генами семейства TRIM интерферо-
нового ответа, которая в целом носит противо-
вирусный характер, в условиях бактериальной 
инфекции часто ведет к снижению выживаемо-
сти организма.

Аутофагия и апоптоз. В  ответ на бактери-
альные инфекции многие гены TRIM оказывают 
воздействие на процесс аутофагии, который кон-
тролирует приспособленность клеток к условиям 
среды как в нормальных, так и в стрессовых 
условиях и играет важную роль во врожденной 
системе защиты от вирусных и бактериальных 
инфекций  [66–68]. В  результате аутофагии про-
исходит эндоцитарная деградация внутриклеточ-
ных белков, а также разрушение внутриклеточ-
ных патогенов с помощью аутофагосом, слитых с 
лизосомами  [66]. Активация аутофагии во время 
инфекции не только обеспечивает защиту от 
вторгшихся патогенов с помощью лизосомаль-
ной деградации, но также регулирует передачу 
сигналов для других путей врожденного имму-
нитета  [69]. Бактерии, в свою очередь, научились 
манипулировать аутофагией, чтобы избежать им-
мунных атак и использовать аутофагию для своих 
целей  [70].

Ранее было установлено, что многие белки 
TRIM являются важнейшими компонентами меха-
низма аутофагии у млекопитающих, в том числе 
в ходе антивирусной защиты  [7,  8]. В  последние 
годы появилось множество сообщений о том, что 
белки TRIM также принимают участие в этом 
процессе при бактериальных инфекциях. При 
этом они как рецепторы могут напрямую узна-
вать свои мишени (селективная аутофагия или 
ксенофагия)  [68].

Так, установлено, что белки TRIM способны 
регулировать функции аутофагических белков 
ATG при бактериальной инфекции (рис. 3). Напри-
мер, TRIM7 в ответ на инфекцию L.  monocytogenes 
осуществляет K63-убиквитинирование ATG7, что 
способствует накоплению аутофагосом и подавле-
нию бактериальной инфекции  [71].

В ответ на инфекцию Shigella flexneri или 
воздействие LPS TRIM31 активирует ATG5/7-неза-
висимое образование аутолизосом в эпителиаль-
ных клетках, что происходит благодаря прямому 
взаимодействию этого белка с фосфатидилэтанол-
амином  (PE), который положительно регулирует 
аутофагию  [72].

TRIM16 участвует в защите клеток от M.  tu
berculosis в результате взаимодействия с Галек-
тином  3 и ключевыми регуляторами аутофагии 
ULK1 и Beclin 1, что приводит к активации селек-
тивной аутофагии  [73].

Накопление TRIM21 в лизосомах при инфек-
ции S.  enterica способствует гибели инфицирован-
ных макрофагов  [74]. Этот белок опосредует внут-
риклеточную нейтрализацию бактерий S.  enterica, 
покрытых антителами, в результате процесса, 
называемого антитело-зависимая внутриклеточ-
ная нейтрализация (ADIN)  [75]. Колокализация в 
клетках TRIM21 и S.  enterica вместе с аутофагосо-
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Рис. 3. Участие белков семейства TRIM в регуляции аутофагии при бактериальных инфекциях

мальным маркером LC3 указывает на их участие 
в аутофагоцитозе. Следует отметить, что подоб-
ный механизм используется TRIM21 и по отно-
шению к некоторым вирусам [75], что говорит об 
общем механизме работы TRIM21 при защите как 
от вирусной, так и от бактериальной инфекции, 
который приводит во всех случаях к подавлению 
инфекций.

TRIM22 подавляет инфекцию M.  tuberculosis, 
усиливая аутофагию через сигнальный путь NF-κB/
Beclin  1  [76]. Следует отметить, что, в отличие от 
этого, при вирусной инфекции Денге типа  2 ак-
тивация пути NF-κB/Beclin  1 посредством TRIM22 
приводила к усилению размножения вируса  [77].

При инфекции S.  enterica в процессе аутофа-
гии активно участвует также белок TRIM32  [78]. 
Белок TRIF привлекается TRIM32 к TAX1BP1-со-
держащим и LC3-связанным аутофагосомам для 
деградации, что приводит к прерыванию TLR3/
4-опосредованного иммунного и воспалительного 
ответа на эту инфекцию  [78]  (рис.  3). При инфи-
цировании первичных макрофагов M. tuberculosis 
TRIM32 также способен индуцировать направлен-
ную деградацию бактерий в аутофагосомах  [79]. 
В  связи с этим предполагается, что ген TRIM32 
представляет собой многообещающую мишень 
для лечения туберкулеза.

Таким образом, участие ряда белков TRIM в 
процессах аутофагии при взаимодействии с бак-
териями во всех известных случаях приводит к 
подавлению инфекции.

Следует отметить, что при бактериальной 
инфекции гены TRIM редко принимают участие 
в процессе апоптоза  – еще одной из форм запро-
граммированной клеточной гибели, которая ча-
сто включается иммунитетом при необходимости 
уничтожить зараженную клетку. Одним из не-
многих примеров может служить усиление апоп-
тоза под действием TRIM27 в ответе на инфекцию 
M.  tuberculosis  [49]. Однако гиперэкспрессия гена 
TRIM27 в легочных фибробластах линии WI-38, 

напротив, снижала апоптоз под действием LPS, 
при этом ингибировалась активность сигналь-
ного пути TLR4/NF-κB, что приводило к умень-
шению воспалительного ответа и выживанию 
клеток  [36]. Таким образом, возможное участие 
белков TRIM в апоптозе при бактериальных ин-
фекциях требует дополнительных исследований.

При бактериальной инфекции TRIM20 может 
участвовать еще в одном виде запрограммирован-
ной клеточной гибели, называемом ПАНоптозом, 
который контролируется цитоплазматическим 
мультимерным белковым комплексом – ПАНоп-
тосомой. ПАНоптосома может параллельно запу-
скать три разных вида клеточной гибели  – пиро-
птоз, апоптоз и некроптоз [80]. Было установлено, 
что при инфекции Francisella novicida происходит 
активация ПАНоптосом с участием TRIM20, что 
приводит к усилению воспалительного ответа 
и гибели зараженных клеток  [81]. Следует отме-
тить, что этот же механизм используется TRIM20 
также при инфекции клеток вирусом простого 
герпеса 1, что вызывает элиминацию зараженных 
клеток  [81].

Белок-белковое взаимодействие. Одним из 
важных механизмов подавления репликации 
вирусов является прямое взаимодействие некото-
рых белков TRIM с белками вирусов  [82]. Наряду 
с этим постепенно появляются данные и о взаи-
модействии между отдельными белками TRIM и 
белками бактерий. Примером такого рода взаимо-
действий может служить TRIM20/пирин, который, 
как уже упоминалось выше, обычно запускает 
сборку инфламмасом в ответ на бактериальные 
токсины или эффекторы  [39]. В  результате пря-
мого взаимодействия бактериального эффектора 
Y.  pestis  YopM с TRIM20 происходило ингибирова-
ние работы инфламмасомы и усиление выживае-
мости бактерии  [41,  42]. Интересно отметить, что 
мутантный TRIM20 менее активно взаимодейству-
ет с эффектором Y. pestis YopM и тем самым ослаб-
ляет YopM-индуцированное подавление IL-1β.  
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Эти данные позволили выдвинуть предположе-
ние, что устойчивость к эпидемиям чумы была 
селективной силой для определенных мутаций 
гена TRIM20 у лиц средиземноморского проис-
хождения  [42].

Показано также, что TRIM27 ограничивает 
выживаемость M.  tuberculosis в макрофагах, сти-
мулируя врожденные иммунные реакции и апоп-
тоз клеток. Этот эффект обусловлен тем, что секре-
тируемый эффекторный белок тирозинфосфатаза 
PtpA M. tuberculosis может противодействовать ак-
тивации сигнального пути JNK/p38 MAPK и апоп-
тозу, стимулируемым TRIM27, посредством конку-
рентного связывания с доменом RING TRIM27 [49].

Perelman et al.  [83] показали, что ген TRIM14 
ингибирует инфекцию L.  monocytogenes, действуя 
на бактерии через нетранскрипционные механиз-
мы. Авторы предполагают, что это происходит в 
результате прямого взаимодействия белка TRIM14 
с бактериальными белками. При этом было уста-
новлено, что экспрессия других ISG  TRIM  (TRIM5, 
TRIM21, TRIM25, TRIM34 и  TRIM38) не оказывала 
эффекта на инфекцию L.  monocytogenes  [83]. Сле-
дует отметить, что подобный механизм использу-
ется TRIM14 при инфицировании клеток вирусом 
гриппа. Этот белок избирательно взаимодейству-
ет с вирусным нуклеопротеином, что приводит к 
подавлению репликации вируса  [84].

Широкий спектр бактерий приобрел страте-
гии, направленные на подрыв воспалительных 
сигнальных и микробицидных программ хозяина. 
Например, у прокариотических патогенов отсут-
ствует классическая протеасомная система, но 
конвергентная эволюция смогла сформировать 
бактериальные белки для приобретения функций 
убиквитинирования. Такую стратегию использует 
бактерия S. enterica, являющаяся основной причи-

ной пищевых заболеваний во всем мире и вызы-
вающая воспаление в кишечном тракте. У  этой 
бактерии есть убиквитинлигаза SopA HECT-ти-
па  [62,  85]. По  данным Kamanova  et  al.  [62], убик-
витинирование TRIM56 и TRIM65 с помощью 
SopA усиливает способность этих белков стиму-
лировать экспрессию IFN-β. Однако, по данным 
Fiskin et al.  [85], такое убиквитинирование приво-
дит к протеасомной деградации TRIM56 и TRIM65 
во время инфекции. Авторы последней работы 
полагают, что это может служить примером того, 
как бактериальная лигаза HECT блокирует RING-
лигазы хозяина. Дальнейшие исследования помо-
гут разрешить эти противоречия.

СРАВНЕНИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫХ МЕХАНИЗМОВ 
ДЕЙСТВИЯ БЕЛКОВ СЕМЕЙСТВА TRIM  

В ОТВЕТ НА БАКТЕРИАЛЬНЫЕ  
И ВИРУСНЫЕ ИНФЕКЦИИ

В табл.  2 приводится сопоставление функ-
ционирования белков TRIM при бактериальных 
и вирусных инфекциях. Как парадокс эволюции 
можно рассматривать тот факт, что ряд TRIM-
белков, обладающих антивирусным действием, 
способны содействовать развитию бактерий и 
наоборот. Вероятно, некоторые бактерии исполь-
зуют существующие антивирусные механизмы 
для своего выживания. Часто встречающиеся 
осложнения в виде бактериальных инфекций, 
сопровождающие вирусные инфекции, возможно, 
связаны с противоречивым действием ряда бел-
ков TRIM. Поэтому разработка новых антивирус-
ных и антибактериальных препаратов должна 
учитывать существующие разнонаправленные  
эффекты белков  TRIM.

Таблица 2. Сравнение функций белков TRIM при бактериальных и вирусных инфекциях

TRIM Бактерии Вирусы

TRIM7 Listeria monocytogenes  [71] вирус энцефаломиокардита  [86]

TRIM8
Salmonella enterica serovar Typhimurium  [29]

вирус гриппа  А  [87]
Pseudomonas aeruginosa  [32]

TRIM14
L.  monocytogenes  [83] вирус Эбола  [88]

вирус гриппа  A  [84,  89]
вирус гепатита  B  [90]Mycobacterium tuberculosis  [61]

TRIM16 M.  tuberculosis  [73] вирус гриппа H5N1  [91]

TRIM20
Yersinia pseudotuberculosis  [41]
Francisella novicida  [81] вирус простого герпеса  1  [81]
Yersinia pestis  [41]

TRIM21 S.  enterica serovar Typhimurium  [75] ДНК- и РНК-содержащие вирусы  [92]
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Таблица 2 (окончание)

TRIM Бактерии Вирусы

TRIM22 M.  tuberculosis  [76]

вирус Денге серотипа  2  [77]

SARS-CoV-2  [93]
вирус Зика  [94]
вирус гриппа  A  [95]

TRIM25 M.  tuberculosis  [52]
вирус бешенства  [96]
вирус гепатита  B  [97]
вирус гриппа  A  [98]
вирус Эбола  [99]

TRIM27 M.  tuberculosis
Mycobacterium bovis  [49]

вирус гепатита  С  [100]
Сендай-вирус  [101]

TRIM28 Helicobacter pylori  [35]
SARS-CoV-2  [102]
вирус свиной диареи  [103]
вирус репродуктивно-респираторного 
синдрома свиней  [104]

TRIM29 Haemophilus influenzae  [63] вирус простого герпеса  1  [64]
вирус гриппа, реовирус  [65]

TRIM31 Shigella flexneri  [72]
H.  pylori  [46]

вирус гепатита  B  [105]
Сендай-вирус, вирус простого герпеса  1  [106]

TRIM32

S.  enterica serovar Typhimurium  [78]
M.  tuberculosis  [79] вирус гриппа  A  [107]

вирус простого герпеса  1  [108]
Сендай-вирус, вирус простого герпеса  1  [109]L.  monocytogenes  [51]

Streptococcus suis  [50]

TRIM38 S.  enterica serovar Typhimurium  [33]

Сендай-вирус, вирус энцефаломиокардита,  
вирус болезни Ньюкасла,  
вирус везикулярного стоматита  
в клетках НЕК293  [110]

вирус везикулярного стоматита 
в  первичных макрофагах  [111]

TRIM56 S.  enterica serovar Typhimurium  [62]
вирус гепатита  B  [112]
вирус Зика  [113]
вирус простого герпеса  1  [114]
вирус гриппа  A,  B  [115]

TRIM60 L.  monocytogenes  [34]

TRIM65 S.  enterica serovar Typhimurium  [62] вирус энцефаломиокардита  [116]

TRIM72 P.  aeruginosa  [53] вирус гриппа  A H1N1  [54]

Примечание. Серый цвет  – белок TRIM способствует развитию инфекции, белый цвет  – TRIM подавляет ин-
фекцию.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе длительной эволюции у млекопитаю-
щих сложилась высокоорганизованная врожден-
ная иммунная система, многие аспекты которой 
уже хорошо изучены. Эта система состоит из мно-
жества «игроков», которые координированно ре-
гулируют различные процессы, обеспечивающие 
защиту организма от патогенов. В  то же время 

бактерии также эволюционировали совместно 
с млекопитающими и выработали множество 
различных механизмов, обеспечивающих свое 
выживание, которые модулируют ключевые сиг-
нальные пути хозяина, чтобы ослабить врожден-
ный иммунный ответ хозяина  [21].

Исследование роли генов семейства TRIM в 
антибактериальном ответе врожденного иммуни-
тета  – это одно из новых перспективных направ-



НЕНАШЕВА и др.1240

БИОХИМИЯ том 89 вып. 7 2024

Рис. 4. Разнонаправленные действия белков семейства TRIM, участвующих во врожденном иммунном от-
вете, на различные виды бактериальных инфекций. В оранжевом треугольнике – белки TRIM, способствую-
щие инфекции, в голубом треугольнике  – белки TRIM, подавляющие инфекцию

лений в дальнейшем изучении механизмов функ-
ционирования врожденного иммунитета, которое 
позволяет сделать важный шаг в комплексном 
понимании молекулярных механизмов передачи 
внутриклеточных сигнальных каскадов и после-
дующего формирования защитного иммунитета. 
Несмотря на общее происхождение и сходство 
доменной организации, разные члены семейства 
TRIM существенно отличаются по механизмам 
действия в ответ на бактериальные инфекции. 
Можно предположить, что наблюдаемые раз-
личия в свойствах многочисленных паралогов 
семейства TRIM обусловлены эволюционной плас-
тичностью иммунной системы млекопитающих, 
которые приспособились использовать различ-
ные стратегии борьбы с бактериальными инфек-
циями, и демонстрируют один из примеров адап-
тивной эволюции.

Как видно из рис. 4, в ответ на разнообразные 
бактериальные инфекции разные гены семейства 
TRIM действуют разнонаправлено, подавляя или, 
наоборот, стимулируя размножение бактерий.

Например, в ответе на инфекцию M.  tuber
culosis участвуют, по известным на сегодняшний 
день данным, несколько генов TRIM  (14,  16,  22,  25, 
27  и  32). При этом механизмы действия этих ге-
нов на бактерию существенно отличаются. Важно 
отметить, что при инфицировании клеток кон-
кретным видом бактерий в процессы врожденной 

иммунной системы могут включаться один или 
несколько генов многочисленного семейства TRIM, 
увеличение или уменьшение экспрессии каждого 
из которых приводит в конечном итоге к опре-
деленной иммунной реакции на бактериальную 
инфекцию. При этом каждый ген TRIM является в 
этом процессе ключевым и незаменимым. Экспе-
рименты по нокауту единичных генов TRIM ясно 
демонстрируют отсутствие какой-либо компенса-
ции выключения одного гена за счет присутствия 
других генов TRIM при иммунном ответе. Это сви-
детельствует о важности в работе врожденного 
иммунитета каждого гена TRIM, вовлеченного в 
ответ на определенный вид бактерий.

На основании существующих на сегодняш-
ний день данных о роли генов TRIM в ответе 
иммунной системы на бактериальные инфекции 
можно сделать следующие основные выводы.

1.  Экспрессия множества генов семейства 
TRIM изменяется в ответ на инфекции разных 
видов бактерий, что говорит об их вовлечен-
ности в ответ врожденной иммунной системы 
на эти патогены. Как и в случае с иммунным 
ответом на вирусные инфекции, различные гены 
TRIM запускают механизмы врожденного имму-
нитета, направленные на элиминацию патогена 
или усиление инфекции. При этом изменения 
в  экспрессии единичного гена TRIM, приводя-
щие к реакции врожденной иммунной системы 
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на  определенную бактериальную инфекцию, не 
компенсируются другими многочисленными ге-
нами семейства TRIM.

2.  Спектр молекулярных механизмов иммун-
ного ответа на бактериальные инфекции, исполь-
зуемый различными членами семейства TRIM, 
включает в себя посттранскрипционные моди-
фикации, осуществляемые путем убиквитиниро-
вания и сумоилирования, прямые белок-белковые 
взаимодействия, приводящие к активации или 
подавлению воспалительных и интерфероновых 
сигнальных путей, а также к запуску процессов 
аутофагии и апоптоза.

3.  В иммунном ответе на одну и ту же бакте-
риальную инфекцию могут участвовать несколь-
ко генов TRIM, используя разные механизмы. 
Наряду с этим один и тот же ген TRIM может 
использовать разные механизмы при ответе на 
разные виды бактерий.

4.  Отдельные белки TRIM оказывают как сход-
ные (TRIM7, 8, 14, 16, 20, 21, 22, 28, 31, 32, 38), так и 
противоположные (TRIM8, 14, 20, 22, 25, 27, 29, 32, 
38, 56, 65, 72) эффекты на бактериальные и вирус-
ные инфекции.

Следует иметь в виду, что приведенные выше 
заключения по мере появления новых данных 
могут быть подвергнуты корректировке. Однако, 
в целом, это едва ли принципиально изменит 
наше сегодняшнее представление о роли генов 
семейства TRIM в работе врожденной иммун-

ной системы при взаимодействии с бактериями. 
Имеющиеся на сегодня данные позволяют сделать 
вывод о важности генов этого семейства в работе 
врожденной иммунной системы не только в ан-
тивирусном ответе, но и в ответе на бактериаль-
ные инфекции различной природы. С  большой 
вероятностью можно предположить, что в даль-
нейшем и для ряда других членов мультигенного 
семейства TRIM будет показана их вовлеченность 
в реакции организмов на бактериальные инфек-
ции. Новые данные о воздействии белков TRIM на 
бактериальные инфекции могут способствовать 
обнаружению новых молекулярных мишеней для 
профилактики и лечения бактериальных инфек-
ционных заболеваний у человека.
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Multigene TRIM family is an important component of the innate immune system. For a long time, 
it was believed that the main function of the genes of this family is the antiviral defense of the 
host organism. The question of their participation in the response of the immune system to bacte-
rial invasion remained less studied. This review represents the first comprehensive analysis of the 
mechanisms of action of TRIM family genes in response to bacterial infections, which expands the 
existing understanding of the role of TRIM in the functioning of the innate immune system. Upon 
the infection with different types of bacteria, individual TRIM proteins regulate inflammatory, in-
terferon and other immune system responses in cells and influence the processes of autophagy and 
apoptosis. The mechanisms of action of TRIM proteins in response to bacterial infection, as well as 
during viral infection, often include one of the main properties of these proteins - ubiquitination, 
as well as various protein-protein interactions with both bacterial proteins and host cell proteins. 
Moreover, along with the antibacterial effect, some TRIM proteins, on the contrary, can contribute to 
the development of infection. While the mechanisms used by different members of the TRIM family 
in response to viral and bacterial infections are generally similar, the final outcome of the action of 
these proteins sometimes differs significantly. New data on the effect of TRIM proteins on bacterial 
infections make an important contribution to a more detailed understanding of the functioning of 
the innate immune system of animals and humans when interacting with pathogens. These data can  
also be used to search for new targets for antibacterial protection.
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В настоящее время молекулярные механизмы распространенного нейродегенеративного забо-
левания болезни Паркинсона  (БП) неизвестны, и, как следствие, на сегодняшний день не суще-
ствует нейропротекторных препаратов, способных остановить или замедлить процесс гибели 
нейронов. Цель данного исследования заключалась в оценке перспективности использования 
в качестве потенциальной мишени для терапии  БП молекулы mTOR путем изучения влияния 
ингибирования киназной активности mTOR в различных концентрациях на параметры клетки, 
нарушение которых ассоциировано с развитием  БП. Исследование было выполнено на пер-
вичной культуре макрофагов периферической крови неврологически здоровых индивидуумов 
и клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y. В  результате нами впервые было показано, что 
ингибирование mTOR веществом Торин  1 только при концентрации 100  нМ влияет на уровень 
фермента глюкоцереброзидазы  (GCase), кодируемого геном  GBA1, мутации в котором являются 
фактором высокого риска  БП, а также приводит к снижению патологической фосфорилирован-
ной формы белка альфа-синуклеина  (Ser129), увеличению его стабильной тетрамерной формы 
при отсутствии изменения активности лизосомных ферментов и концентрации лизосфинго-
липидов. Ингибирование протеинкиназы mTOR может быть перспективным подходом для раз-
работки терапии  БП, в частности GBA1-ассоциированной  БП.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: болезнь Паркинсона, mTOR, Торин 1, альфа-синуклеин, глюкоцереброзидаза, 
аутофагия, активность лизосомных ферментов, лизосфинголипиды.
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* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона  (БП)  – это одно из наи-
более распространенных нейродегенеративных 
заболеваний, которое характеризуется гибелью 
дофаминергических нейронов в черной субстан-
ции головного мозга, накоплением и агрегацией 
белка альфа-синуклеина  [1]. Точные молекуляр-

ные механизмы БП остаются неизвестными, и, как  
следствие, на сегодняшний день не существует 
нейропротекторных препаратов, способных оста-
новить или замедлить процесс нейродегенера-
ции. Исследования последних лет указывают на 
вовлеченность в молекулярные механизмы БП 
таких процессов, как нейровоспаление, митохон-
дриальная дисфункция, нарушение липидного го-
меостаза, стресс эндоплазматического ретикулума 
и нарушение аутофаголизосомной системы  [2,  3]. 
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Принятые сокращения: БП – болезнь Паркинсона; сБП – спорадическая БП; ИПСК – индуцированные плю-
рипотентные стволовые клетки; ASMase – кислая сфингомиелиназа; GBA1-БП – БП, ассоциированная с мута-
циями в гене  GBA1; GCase  – глюкоцереброзидаза; GLA  – альфа-галактозидаза; HexSph  – гексазилсфингозин; 
LysoGb3  – лизоглоботриаозилсфингозин; LysoSM  – лизосфингомиелин.

Однако именно нарушение аутофагии, посред-
ством которой деградирует около половины белка 
альфа-синуклеина в клетке, сегодня рассматри-
вается как ключевое звено в патогенезе  БП  [4–6]. 
Таким образом, одним из перспективных подхо-
дов для терапии  БП может стать регуляция про-
цессов аутофагии, а именно регуляция пути PI3K/
AKT/mTOR  [7,  8]. Ранее нами и другими авторами 
было выявлено нарушение пути PI3K/AKT/mTOR 
как при спорадической форме БП (сБП), так и при 
БП с известной этиологией, в частности, одной из 
самых распространенных форм  – БП, ассоцииро-
ванной с мутациями в гене GBA1 (GBA1-БП) [9–14]. 
Так, нами в ходе анализа транскриптома на паци-
ент-специфичных клетках пациентов с GBA1-БП и 
мышиной модели с индукцией паркинсонизма с 
дисфункцией лизосомного фермента глюкоцере-
брозидазы  (GCase) было выявлено изменение экс-
прессии генов, регулируемых сигнальным каска-
дом PI3K/AKT/mTOR  [9,  10]. Мутации в гене  GBA1, 
кодирующем  GCase, являются фактором высокого 
генетического риска  БП и приводят к снижению 
активности и уровня  GCase как в гомозиготном, 
так и в гетерозиготном состояниях [15,  16]. В свою 
очередь, при воздействии ингибиторами киназ-
ной активности mTOR на сигнальный каскад PI3K/
AKT/mTOR было показано улучшение клиренса 
альфа-синуклеина на клеточных и мышиных мо-
делях сБП и GBA1-БП [12, 17, 18]. Однако необходи-
мо отметить, что как гипер-, так и гипоактивация 
mTOR может приводить к дисфункции лизосом и 
последующей гибели клеток  [19]. Поэтому важно 
поддерживать баланс между активацией пере-
дачи сигналов mTOR и лизосомной функцией. 
Таким образом, цель исследования заключалась 
в оценке дозозависимого влияния ингибирования 
киназной активности mTOR Торином  1 на пара-
метры клетки, изменение которых ассоциировано 
с  БП, а именно на активность лизосомных фер-
ментов и концентрацию лизосфинголипидов, сте-
пень аутофагии, уровень белка альфа-синуклеина 
и GCase в первичной культуре макрофагов пери-
ферической крови неврологически здоровых ин-
дивидуумов и клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y. Первичная культура макрофагов пери-
ферической крови и клеточная линия нейробла-
стомы SH-SY5Y в качестве объекта исследования 
были выбраны ввиду того, что данные подходы 
широко используются нами и другими исследова-
телями как для скрининга новых потенциальных 
препаратов, разрабатываемых для терапии нейро-
дегенеративных заболеваний, так и для изучения 

молекулярных механизмов заболеваний, в част-
ности, GBA1-БП  [20–22]. В  качестве ингибитора 
киназной активности mTOR был выбран Торин 1, 
так как ранее он показал свою эффективность в 
отношении снижения уровня фосфорилирован-
ного белка альфа-синуклеина  (Ser129) и восста-
новления работы аутофаголизосомной системы 
на пациент-специфичных клетках пациентов, 
являющихся биаллельными носителями мутаций 
в гене  GBA1 (с болезнью Гоше), а также пациен-
тов  с  GBA1-БП  [12,  23].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Характеристика групп, включенных в иссле-
дование. В исследование было включено 6 невро-
логически здоровых индивидуумов (2  мужчины, 
4  женщины, средний возраст  – 30,3  ±  5,9  лет), 
которые наблюдались в консультативно-диагно-
стическом центре Первого Санкт-Петербургского 
государственного медицинского университета 
им.  акад.  И.П.  Павлова.

Культивирование первичной культуры 
макрофагов периферической крови. Первичная 
культура макрофагов периферической крови была 
получена по протоколу, описанному нами ранее, 
из мононуклеарной фракции, выделенной из 
цельной крови каждого индивидуума  [21, 24,  25]. 
На  4-е сутки к первичной культуре макрофагов  
был добавлен селективный ингибитор протеин-
киназы mTOR Торин  1 («Abcam», США) в различ-
ных концентрациях (25, 50, 100, 200 нМ), выявлен
ных по результатам оценки выживаемости, с 
последующим культивированием в  течение  24  ч.

Культивирование клеточной линии нейро-
бластомы SH-SY5Y. Клеточная линия нейробласто-
мы SH-SY5Y, подаренная коллегами из Института 
цитологии  РАН, Санкт-Петербург (д.б.н.  Казначее-
ва Е.В.), культивировалась в питательной среде 
DMEM («Биолот», Россия) с добавлением 10%  эм-
бриональной бычьей сыворотки («Биолот») и 
1%  антибиотика гентамицина («Биолот») в тече-
ние 4 суток при 37  °С в атмосфере 5% СО2. Для дан-
ного исследования клеточная линия нейробла-
стомы SH-SY5Y была использована после не более 
семи пассажей. Дифференцировку клеточной 
линии SH-SY5Y проводили по протоколу, описан-
ному ранее  [26]. На  9-е  сутки культивирования 
к клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y был 
добавлен селективный ингибитор протеинкиназы 
mTOR Торин 1 в различных концентрациях (25, 50, 
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100,  200  нМ), выявленных по результатам оценки 
выживаемости, с последующим культивирова-
нием в течение 24 ч. Каждый эксперимент был 
выполнен в трех независимых повторах.

Оценка выживаемости первичной культуры 
макрофагов периферической крови и клеточной 
линии нейробластомы SH-SY5Y в присутствии 
ингибитора протеинкиназы mTOR. Первичную 
культуру макрофагов периферической крови и кле-
точную линию нейробластомы SH-SY5Y (1 × 104 кле-
ток/200 мкл  питательной среды) культивировали 
в 96-луночном планшете («Servicebio, Китай) при 
37  °С в атмосфере 5% СО2 в течение 5  суток и 
10  суток соответственно по методу, описанному 
выше, с последующим добавлением Торина  1 в 
различных концентрациях  (25, 50, 100, 150, 200, 
250, 300,  400 нМ) и культивированием в течение 
24 ч в тех же условиях. Оценку выживаемости 
проводили в соответствии с ранее описанным 
протоколом  [27].  Для каждой концентрации экс-
перименты были выполнены в трех повторах.

Оценка интенсивности процесса аутофагии 
методом иммунофлуоресценции. Первичную 
культуру макрофагов периферической крови и 
клеточную линию нейробластомы SH-SY5Y в при-
сутствии Торина 1 в различных концентрациях, 
выявленных по результатам оценки выживаемо-
сти, и без ингибитора инкубировали в течение 
30 мин в присутствии LysoTracker-Red DND-99 
(«Thermo Scientific», США); далее, клетки были 
зафиксированы с использованием 4%-ного пара-
формальдегида («Sigma-Aldrich», США) в течение 
30 мин, отмыты в фосфатно-солевом буфере («Рос-
медбио», Россия) в течение 10 мин, после чего 
инкубированы в 1%-ном бычьем сывороточном 
альбумине («Биолот») в течение 30  мин. Далее, 
препараты окрашены первичными антителами 
LC3B («ABclonal», США; A19665; 1  : 500) в течение 
60 мин и вторичными антителами, конъюгирован-
ными с флуоресцентной меткой Alexa  Fluor  488 
(«Jacsson ImmunoResearch Laboratories», США; 
1  : 400), в течение 60 мин. Детекцию полученных 
результатов проводили на конфокальном мик-
роскопе Leica TCS-SP5 («Leica  Microsystem GmbH», 
Германия). Полученные результаты проанализи-
рованы с использованием программы Fiji  (вер-
сия 2.14.0/1.54f).

Определение уровня белков фосфорилиро-
ванной формы mTOR, GCase, альфа-синуклеина и 
LC3B методом вестерн-блота. Количество общего 
белка определяли с использованием набора Pierce 
BCA Protein Assay kit («Thermo Scientific», Литва). 
Равные количества белка разделены на электро-
форезе в полиакриламидном геле (20%-ный SDS-
PAGE  – для белка LC3B, 12%-ный SDS-PAGE  – для 
остальных белков) и перенесены на поливинил-
иденфторидную мембрану («Bio-Rad», США). Изме-

рение уровня белков фосфорилированной формы 
mTOR  (Ser2448), GCase, альфа-синуклеина (фосфо-
рилированная  (Ser129), мономерная и тетрамер-
ная формы), LC3B в первичной культуре макро-
фагов периферической группы неврологически 
здоровых индивидуумов и клеточной линии ней-
робластомы SH-SY5Y в присутствии ингибитора 
протеинкиназы  mTOR в различных концентраци-
ях и без ингибитора проводилось с использовани-
ем соответствующих «первичных антител» в раз-
ведении 1  :  1000: Phospho-mTOR-S2448, «ABclonal», 
AP0094, США; Glucosylceramidase beta (GBA), 
«ABclonal», A8420; Phospho-α-Synuclein (Ser129)  
(D1R1R), «Cell Signal», #23706, США; anti-alpha-
synuclein oligomeric, «Sigma», ABN2265, США; LC3B, 
«ABclonal», A19665 и «вторичных антител» (goat 
anti-rabbit HRP conjugate, «Abcam», ab6721, Вели-
кобритания; 1  :  5000), конъюгированных с пер-
оксидазой. Окраска «вторичных антител» произ-
водилась системой для детекции Clarity Western 
ECL Blotting Substrate («Bio-Rad»). Количество ис-
следуемого белка нормировано на соответствую-
щие показатели для референсного белка GAPDH 
(«ABclonal», AC036; 1  :  15  000). Для каждого белка 
эксперименты были выполнены в трех повторах. 
Результаты вестерн-блота проанализированы с ис-
пользованием программы Fiji (версия 2.14.0/1.54f).

Оценка активности лизосомных фермен-
тов и концентрации лизосфинголипидов. Оцен-
ку ферментативной активности лизосомных 
ферментов (GCase, альфа-галактозидаза  (GLA) и 
сфингомиелиназа  (ASMase)) и концентрации со-
ответствующих субстратов (гексазилсфингозин 
(HexSph)  – смесь гликозилсфингозина и галак-
тозилсфингозина; лизосфингомиелин  (LysoSM) и 
лизоглоботриаозилсфингозин  (LysoGb3)) проводи-
ли методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с тандемной масс-спектрометрией в 
первичной культуре макрофагов периферической 
крови неврологически здоровых индивидуумов и 
клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y в при-
сутствии Торина  1 в различных концентрациях 
и без него по протоколу, описанному нами ра-
нее  [24, 28–30]. Все измерения были выполнены 
в трех повторах.

Статистика. Статистическая обработка вы-
полнена с использованием встроенных и пред
установленных пакетов  «R»  (версия  4.3.2) (https://
cran.r-project.org/bin/windows/base/). Оценка нор-
мальности полученных вариационных рядов 
была проведена по методу Шапиро–Уилка. Для 
оценки различий между группами использовали 
парный тест Вилкоксона. Значения p  <  0,05 счи-
тали статистически значимыми. Клинические 
характеристики представлены в виде среднего 
значения  ±  стандартное отклонение, эксперимен-
тальные значения  – медиана  (мин-макс).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В настоящее время в мире активно ведется 
поиск терапевтических мишеней для лечения БП. 
В  данном исследовании было изучено дозозави-
симое влияние ингибитора mTOR на параметры 
клетки, изменение которых ассоциировано с па-
тогенезом данного заболевания.

Оценка эффективности ингибирования mTOR 
в первичной культуре макрофагов перифери-
ческой крови неврологически здоровых инди-
видуумов и клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y при культивировании в присутствии 
ингибитора Торин  1. Для выбора оптимальной 
концентрации ингибитора протеинкиназы mTOR 
Торина  1 была оценена выживаемость клеток в 
первичной культуре макрофагов перифериче-
ской крови и клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y в присутствии Торина  1. В  дальнейшее 
исследование были включены концентрации 
Торина  1, приводящие к уменьшению жизнеспо-
собности клеток как в первичной культуре мак-
рофагов периферической крови, так и в клеточ-
ной линии нейробластомы SH-SY5Y не более, чем 
на  80%: 25,  50,  100,  200  нМ.

Эффективность дозозависимого ингибирова-
ния протеинкиназы mTOR Торином  1 на первич-
ной культуре макрофагов периферической крови 

неврологически здоровых индивидуумов и кле-
точной линии нейробластомы SH-SY5Y оценива-
лась по снижению относительного уровня фос-
форилированной формы белка mTOR  (Ser2448) 
(рис.  1,  а  и  б). Показано снижение относитель-
ного уровня белка фосфорилированной формы 
mTOR (Ser2448) в первичной культуре макрофагов 
периферической крови при обработке культуры 
Торином  1 по сравнению с необработанной куль-
турой клеток при всех исследуемых концентра-
циях без достижения статистической значимости 
(рис.  1,  в). На  клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y было также выявлено снижение относи-
тельного уровня белка фосфорилированной фор-
мы mTOR  (Ser2448) при обработке Торином  1 с 
достижением статистически значимых различий 
при концентрациях 100 и 200  нМ по сравнению с 
необработанной культурой клеток (p  <  0,01 и p  < 
<  0,001 соответственно; рис.  1,  г).

Влияние дозозависимого ингибирования 
протеинкиназы mTOR Торином  1 на аутофагию, 
лизосомную активность и уровень белка GCase 
в первичной культуре макрофагов перифери-
ческой крови неврологически здоровых инди-
видуумов и клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y. Изменение степени аутофагии в пер-
вичной культуре макрофагов периферической 
крови неврологически здоровых индивидуумов 

Рис. 1. Влияние дозозависимого ингибирования протеинкиназы mTOR Торином  1 на уровень белка фос-
форилированной формы mTOR  (Ser2448). а  –  Данные вестерн-блота для фосфорилированной формы белка 
mTOR (Ser2448) в первичной культуре макрофагов периферической крови; б – данные вестерн-блота для фос-
форилированной формы белка mTOR  (Ser2448) в клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y. в  –  Относитель-
ный уровень фосфорилированной формы белка mTOR (Ser2448) в первичной культуре макрофагов перифери-
ческой крови (n  =  6, где n  – число независимых образцов); г  –  относительный уровень фосфорилированной 
формы белка mTOR  (Ser2448) в клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y (n  =  5, где n  – число независимых 
клеточных линий). **  p  <  0,01; ***  p  <  0,001; ****  p  <  0,0001
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Рис. 2. Влияние дозозависимого ингибирования протеинкиназы mTOR Торином 1 на уровень белков LC3B-II 
и GCase. а  –  Данные вестерн-блота для белков LC3B-II и GCase в первичной культуре макрофагов перифе-
рической крови; б  –  данные вестерн-блота для белков LC3B-II и GCase в клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y. в – Относительный уровень белка LC3B-II в первичной культуре макрофагов периферической крови 
(n  =  6, где n  – число независимых образцов); г  –  относительный уровень белка GCase в первичной культу-
ре макрофагов периферической крови (n  =  6, где n  –  число независимых образцов); д  –  относительный уро-
вень белка LC3B-II в клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y (n = 5, где n  – число независимых клеточных 
линий); е  –  относительный уровень белка GCase в клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y (n  =  5, где n  – 
число независимых клеточных линий). *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ***  p  <  0,001

и клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y оце-
нивалась по относительному уровню основного 
маркера аутофагии, белка  LC3B-II, и флуоресцент-
ному окрашиванию белка  LC3B и лизосом, пред-
полагая, что колокализация LC3B с лизосомами 
может интерпретироваться как слияние аутофаго-
сом с лизосомами  (рис. 2, а и б; рис. 3, а и б)  [31].

В первичной культуре макрофагов перифери-
ческой крови неврологически здоровых индиви-
дуумов при обработке Торином 1 в концентрации 

200  нМ наблюдалось выраженное снижение отно-
сительного уровня белка LC3B-II по сравнению с 
клетками, обработанными индуктором аутофагии 
в концентрации 100  нМ, и необработанной куль-
турой клеток  (p  <  0,05; рис.  2,  в). При концентра-
циях Торина  1 25, 50 и  100  нМ было показано 
увеличение уровня LC3B-II, но без достижения 
статистической значимости  (p  >  0,05; рис.  2,  в). 
На клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y так-
же не было выявлено статистически значимого 
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Рис. 3. Оценка степени колокализации LC3B с лизосомами при дозозависимом ингибировании протеинки-
назы mTOR Торином  1. а  –  Данные иммунофлуоресценции для белка LC3B и лизосом в первичной культуре 
макрофагов периферической крови, 10  мкм; б  –  данные иммунофлуоресценции для белка LC3B и лизосом 
в  клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y, 10  мкм. в  –  Степень колокализации LC3B с лизосомами в пер-
вичной культуре макрофагов периферической крови (n  =  6, где n  – число независимых образцов); г  –  сте-
пень колокализации LC3B с лизосомами клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y (n  =  5, где n  – число не-
зависимых клеточных линий). *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ****  p  <  0,0001; ns  – без статистической значимости

увеличения уровня белка LC3B-II при добавлении 
ингибитора Торин  1 во всех исследуемых концен-
трациях  (рис.  2,  д).

Также было показано увеличение степени 
колокализации LC3B с лизосомами в первич-
ной культуре макрофагов периферической крови 
неврологически здоровых индивидуумов при 
обработке Торином  1 во всех исследуемых кон-
центрациях по сравнению с клетками без добав-
ления индуктора  (p  <  0,05; рис.  3,  в). Обнаружено 
увеличение степени колокализации LC3B с ли-
зосомами в клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y при обработке Торином  1 в концентраци-
ях 25 и  50  нМ по сравнению с необработанными  

клетками  (p  <  0,01 и p  <  0,0001 соответственно; 
рис.  3,  г).

В данном исследовании была оценена актив-
ность лизосомных ферментов (GCase, GLA, ASMase) 
и концентрация лизосфинголипидов (HexSph, 
LysoGb3, LysoSM), которые вовлечены в метаболизм 
церамидов и связаны с патогенезом  БП  [28–30, 
32,  33], в первичной культуре макрофагов пери-
ферической крови неврологически здоровых ин-
дивидуумов и клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y  при добавлении индуктора аутофагии, 
Торина  1 (рис. 4). Интересно отметить, что только 
концентрация 100  нМ Торина  1 не приводила к 
изменению активности лизосомных ферментов 
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Рис. 4. Активность лизосомных ферментов (GCase, GLA, ASMase) и концентрации соответствующих ли-
зосфинголипидов (HexSph, LysoGb3, LysoSM) при дозозависимом ингибировании протеинкиназы mTOR  
Торином  1 в первичной культуре макрофагов периферической крови (а и в; n  =  6, где n  – число независи-
мых образцов) и клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y (б и г; n  =  5, где n  – число независимых клеточ-
ных линий). *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ns  – без статистической значимости
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Рис. 5. Влияние дозозависимого ингибирования протеинкиназы mTOR Торином  1 на уровень различных 
форм белка альфа-синуклеина (мономерный, фосфорилированный (Ser129), тетрамерный) в клеточной ли-
нии нейробластомы SH-SY5Y (n  =  5, где n  – число независимых клеточных линий). а  –Данные вестерн-блота 
для различных форм белка альфа-синуклеина (мономерный, фосфорилированный  (Ser129), тетрамерный). 
б  – Относительный уровень фосфорилированной  (Ser129) формы белка альфа-синуклеина; в  – относитель-
ный уровень мономерной формы белка альфа-синуклеина; г – относительный уровень тетрамерной формы 
белка альфа-синуклеина; **  p  <  0,01

и концентраций лизосфинголипидов по срав-
нению с необработанными культурами клеток   
(p  >  0,05).

Впервые было показано увеличение относи-
тельного уровня белка GCase в первичной культуре 
макрофагов периферической крови неврологиче-
ски здоровых индивидуумов  (рис.  2,  г) и клеточ-
ной линии нейробластомы SH-SY5Y  (рис.  2,  е) при 
обработке двух культур клеток Торином  1 в кон-
центрации 100  нМ  (p  >  0,05 и p  <  0,05 соответ-
ственно) по сравнению с культурами клеток без 
добавления индуктора аутофагии.

Влияние дозозависимого ингибирования 
протеинкиназы mTOR Торином  1 на уровень раз-
личных форм белка альфа-синуклеина (моно-
мерный, фосфорилированный  (Ser129), тетра-
мерный) на клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y. Относительный уровень различных форм 
белка альфа-синуклеина был оценен в клеточной 
линии нейробластомы SH-SY5Y  (рис. 5). Определе-
ние уровня белка альфа-синуклеина в первичной 
культуре макрофагов периферической крови не 
было проведено ввиду недостаточной чувстви-
тельности метода для оценки альфа-синуклеина в 
данном типе клеток. В результате было выявлено 
снижение фосфорилированной формы белка альфа- 

синуклеина  (Ser129) при обработке клеточной 
линии нейробластомы SH-SY5Y Торином  1 в кон-
центрациях 25, 100 и 200  нМ по сравнению с не-
обработанными клетками  (p  <  0,01; рис.  5,  а  и  б). 
Наряду со снижением фосфорилированной формы 
белка  (Ser129), впервые было выявлено увеличе-
ние уровня тетрамерного альфа-синуклеина при 
обработке Торином  1 в концентрациях 50, 100 
и  200  нМ по сравнению с необработанной куль-
турой (p  <  0,01; рис.  5,  а  и  г). Уровень мономер-
ного белка альфа-синуклеина в клеточной линии 
нейробластомы SH-SY5Y при обработке Торином 1 
не достигал статистически значимых изменений 
(p  >  0,05; рис.  5,  а  и  в).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На сегодняшний день не существует нейро-
протекторной терапии, способной замедлить или 
остановить развитие  БП. Используемые лекар-
ственные препараты являются симптоматически-
ми. Поэтому актуальным является поиск новых 
терапевтических мишеней для лечения  БП, спо-
собных снизить накопление белка альфа-синук-
леина и скорость гибели нейронов. Последние 
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данные указывают на ключевую роль дисфунк-
ции лизосом и процессов аутофагии в патогенезе 
БП  [34,  35]. Одними из перспективных мишеней 
для разработки терапии БП на сегодняшний день 
являются белки, участвующие или регулирующие 
процессы аутофагии  [36–38].

В данном исследовании было изучено дозо-
зависимое влияние ингибирования протеинкина-
зы mTOR, которая является ключевой молекулой 
в процессе регуляции аутофагии, на параметры 
клетки, изменение которых ассоциировано с пато-
генезом  БП. Нами впервые показано, что ингиби-
рование mTOR в различных концентрациях Тори-
на 1 влияет на активность лизосомных гидролаз 
и концентрацию их субстратов лизосфинголипи-
дов, увеличение уровня белка GCase на первич-
ной культуре макрофагов периферической крови 
и клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y, а 
также на снижение фосфорилированной формы 
белка альфа-синуклеина (Ser129) на фоне увеличе-
ния его тетрамерной формы на клеточной линии 
нейробластомы SH-SY5Y при добавления индук-
тора аутофагии.

Молекула mTOR  – это серин-треониновая про-
теинкиназа, которая существует в клетке в виде 
субъединицы внутриклеточных мультимоле-
кулярных сигнальных комплексов mTORC1 и 
mTORC2, которые, в свою очередь, входят в сиг-
нальный каскад PI3K/AKT/mTOR. Путь PI3K/AKT/
mTOR играет важную роль в регуляции пере-
дачи сигнала и различных биологических про-
цессов, таких как пролиферация клеток, апоптоз, 
метаболизм, ангиогенез, воспаление, а также в 
поддержании лизосомной функции и процессов 
аутофагии  [39,  40]. Нарушение работы сигналь-
ного киназного каскада PI3K/AKT/mTOR, влияя 
на процессы аутофагии, может приводить к на-
коплению белковых агрегатов и гибели клеток 
при различных протеинопатиях и в том числе 
при БП  [41,  42]. В  частности, ранее в черной суб-
станции мышей с 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетра-
гидропиридин (МФТП)-индуцированным паркин
сонизмом было показано изменение уровня 
фосфорилированного белка mTOR, а на клеточной 
линии нейробластомы SH-SY5Y с миссенс-мутаци-
ей A53T в гене SNCA, наиболее распространенной 
мутацией в гене  SNCA, приводящей к развитию 
аутосомно-доминантной формы  БП с ранним 
началом, показано усиление передачи сигна-
лов mTOR/P70S6K и нарушение аутофагии, что, в 
свою очередь, способствует еще большей агрега-
ции альфа-синуклеина A53T  [43–45]. Кроме того, 
в исследовании, выполненном на аутоптатах го-
ловного мозга, было выявлено увеличение уровня 
mTOR в височной коре пациентов с деменцией с 
тельцами Леви, которые так же, как и пациенты 
с БП, характеризуются накоплением белка альфа-

синуклеина  [46]. Увеличение уровня фосфорили-
рованной формы белка mTOR было показано и на 
нейронах, дифференцированных из индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), 
полученных от пациентов с GBA1-БП, в ходе про-
теомного анализа и вестерн-блота  [11,  12]. Таким 
образом, mTOR может являться перспективной 
молекулой для разработки терапии GBA1-БП.

Однако результаты по ингибированию про
теинкиназной активности mTOR носят противоре-
чивый характер, так как в различных моделях БП 
наблюдались как нейропротекторные, так и ней-
ротоксические эффекты, которые могут быть свя-
заны с нарушением баланса mTOR, в частности, 
из-за концентраций используемых ингибиторов, 
приводя к гибели клеток  [8,  19]. В настоящее вре-
мя ингибиторы киназной активности mTOR раз-
делены на четыре класса: антибиотические ал-
лостерические ингибиторы, которые селективно 
ингибируют комплекс mTORC1 (ингибиторы пер-
вого поколения, рапамицин и его рапологи); ATP-
конкурентные ингибиторы, способные ингибиро-
вать комплексы mTORC1 и mTORC2 (ингибиторы 
второго поколения, Ku-0063794, WYE-3541, Торин 1 
и  др.); ингибиторы двойной специфичности ки-
назной активности mTOR и PI3K (ингибиторы вто-
рого поколения, GNE477, NVP-BEZ235 и  др.); дру-
гие новые ингибиторы (третье поколение, P529, 
RapaLinks и др.)  [47]. Сегодня прямые и опосредо-
ванные ингибиторы киназной активности mTOR 
находятся на стадиях клинических испытаний 
для терапии различных нейродегенеративных 
заболеваний и протеинопатий  (БП  (NCT05357989, 
NCT05781711); болезнь Гентингтона (NCT04826692); 
болезнь Альцгеймера (NCT03748706, NCT04511416); 
боковой амиотрофический склероз (NCT04577404)). 
В  нашем исследовании в качестве ингибитора 
киназной активности mTOR был выбран прямой 
ингибитор mTOR Торин  1, который на сегодняш-
ний момент не находится на стадии клинических 
испытаний для терапии нейродегенеративных за-
болеваний. Однако на мышах с индукцией пар-
кинсонизма и на клеточных линиях, полученных 
от пациентов, являющихся биаллельными носи-
телями мутаций в гене  GBA1 (с болезнью Гоше), 
и пациентов с GBA1-БП была показана эффектив-
ность Торина  1 в отношении основных биохими-
ческих характеристик патогенеза  БП, а именно: 
снижение уровня фосфорилированной формы 
альфа-синуклеина  (Ser129), восстановление ра-
боты аутофаголизосомной системы и снижение 
степени нейродегенерации [12, 23, 48], что делает 
его перспективным препаратом для терапии  БП, 
в частности  GBA1-БП.

В нашем исследовании впервые на клеточ-
ных моделях было оценено дозозависимое влия-
ние ингибирования киназной активности mTOR 
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на работу лизосом по изменению уровня основ-
ного маркера аутофагии LC3B-II, уровня белка 
GCase, а также по изменению активности лизо-
сомных гидролаз и концентрации лизосфинголи-
пидов. Показано, что в присутствии ингибитора 
mTOR Торина 1 в концентрациях 25, 50 и 100  нМ в 
первичной культуре макрофагов периферической 
крови и в концентрациях 25, 50, 100 и  200  нМ в 
клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y проис-
ходит незначительное увеличение относительно-
го уровня белка LC3B-II, которое сопровождается 
увеличением степени колокализации белка LC3B 
с лизосомами в первичной культуре макрофагов 
периферической крови при добавлении Торина  1 
во всех исследуемых концентрациях и в клеточ-
ной линии нейробластомы SH-SY5Y при добавле-
нии Торина 1 в концентрациях 25 и 50 нМ. Ранее 
было показано, что ингибирование киназной ак-
тивности mTOR на мышиных моделях с МФТП-
индуцированным паркинсонизмом и в клеточной 
линии нейробластомы с токсичными катионами 
1-метил-4-фенилпиридиния  (МФП+) приводит к 
изменению уровня белка LC3 и увеличению уров-
ня экспрессии LAMP1, основного маркера лизо-
сом, на уровне мРНК и белка  [43,  49]. На  нейро-
нах, дифференцированных из ИПСК пациентов с 
GBA1-БП после воздействия Торина 1, было также 
показано увеличение уровня белка LC3B-II в при-
сутствии хлорокина, который является ингибито-
ром аутофагосомной деградации  [12].

Для оценки активности лизосомных гидролаз 
были выбраны ферменты GCase, GLA, ASMase и 
сфинголипиды HexSph, LysoGb3, LysoSM, участву-
ющие в обмене церамидов, нарушение которого 
ассоциировано с патогенезом  БП  [28–30, 32,  33]. 
Лизосомные ферменты GCase, GLA, ASMase коди-
руются генами GBA1, GLA, SMPD1 соответственно. 
Мутации в данных генах приводят к классу лизо-
сомных болезней накопления, характеризующие-
ся снижением активности ферментов и накоп-
лением лизосфинголипидов, а также являются 
фактором риска  БП  [50]. Нами впервые было по-
казано снижение активности ферментов при всех 
исследуемых концентрациях Торина  1 на первич-
ной культуре макрофагов периферической крови 
и клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y, кро-
ме концентрации 100  нМ, при которой сохраня-
лись активности ферментов и концентрации суб-
стратов, как без добавления индуктора аутофагии. 
Данный результат позволяет предположить, что 
концентрации 25, 50 и 200  нМ Торина  1 могут 
приводить к дисбалансу процессов в клетке, в 
частности, к нарушению работы лизосом, что мо
жет приводить в итоге к гибели клетки  [8,  19]. 
Кроме того, мы впервые оценили влияние инги-
битора Торин  1 на относительный уровень фер-
мента GCase, активность которого снижается при 

GBA1-БП и сБП  [51–53]. Относительный уровень 
белка GCase увеличивался в первичной культуре 
макрофагов периферической крови при воздей-
ствии Торина  1 в концентрациях 25, 100  нМ и в 
клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y при 
воздействии Торина  1 в концентрациях 50, 100 
и  200  нМ. Ранее другой ингибитор RTB101, инги-
битор киназной активности двойной специфич-
ности к молекулам mTOR и PI3K, снижал уровень 
глюкозилцерамида  – основного субстрата GCase  – 
в крови и спинномозговой жидкости пациентов 
с  GBA1-БП  [54].

Интересно отметить, что ранее так же было 
показано влияние индукторов mTOR-зависимой 
аутофагии на уровень белка альфа-синуклеина  – 
ключевого белка в патогенезе БП [12,  17,  18]. Альфа- 
синуклеин существует в клетках в различных 
формах. При этом фосфорилированная форма 
альфа-синуклеина  (Ser129) способствует его агре-
гации и является наиболее токсичной для клетки 
и чаще всего встречается в составе патологиче-
ских включений при  БП  [55]. Обсуждается, что 
тетрамерная форма белка является физиологиче-
ской и наиболее стабильной формой, в отличие 
от мономерной, к образованию нейротоксичных 
олигомеров  [56]. В  данном исследовании мы по-
казали снижение фосфорилированного уровня 
белка альфа-синуклеина  (Ser129) без изменений 
в уровне мономерного на клеточной линии ней-
робластомы SH-SY5Y при обработке Торином  1 в 
концентрациях 25, 100 и  200  нМ по сравнению с 
необработанными клетками. Ранее на клеточных 
и животных моделях с гиперэкспрессией альфа-
синуклеина ингибирование молекулы mTOR 
приводило к дозозависимому снижению уровня 
фосфорилированной  (Ser129) и мономерной форм 
белка альфа-синуклеина [17, 18, 57, 58]. Снижение 
фосфорилированного альфа-синуклеина  (Ser129) 
без достижения статистической значимости при 
обработке Торином  1 было показано на нейро-
нах, дифференцированных из ИПСК пациентов с 
GBA1-БП  [12]. Механизм, который лежит в осно-
ве снижения фосфорилированной формы белка 
альфа-синуклеина за счет ингибирования киназ-
ной активности mTOR Торином  1, не известен. 
Однако при ингибировании активности mTOR 
метформином, являющимся ингибитором второго 
поколения, как и Торин 1, на первичной культуре 
нейронов гиппокампа мышей была показана ак-
тивация протеинфосфатазы  2А  (PP2A), способной 
дефосфорилировать белок альфа-синуклеин  [18]. 
В  то же время нами впервые было показано уве-
личение уровня тетрамерной формы белка альфа-
синуклеина в клеточной линии нейробластомы 
SH-SY5Y при обработке Торином  1 всеми иссле-
дуемыми концентрациями по сравнению с необ-
работанными клетками.
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Данное исследование имеет ряд ограничений. 
Первичная культура макрофагов периферической 
крови была получена от неврологически здоро-
вых индивидуумов, а клеточная линия нейробла-
стомы SH-SY5Y была использована без индукции 
паркинсонизма и дисфункции фермента  GCasе. 
Необходимы дальнейшие исследования на па-
циент-специфических клетках, полученных от 
пациентов с  БП, в частности, GBA1-БП и клеточ-
ных линиях, отражающих нозологию изучаемого 
заболевания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то что нейропротекторные свой-
ства Торина  1 ранее были показаны на живот-
ных моделях и на клеточных культурах, наше 
исследование, выполненное на первичной куль-
туре макрофагов периферической крови невро-
логически здоровых индивидуумов и клеточной 
линии нейробластомы SH-SY5Y, расширяет пред-
ставления о действии ингибитора mTOR Торин  1 
на параметры клетки, изменение которых может 
быть связано с  БП. Так, нами показано, что раз-
личные концентрации Торина  1 могут приводить 
к снижению активности лизосомных гидролаз и 
увеличению концентраций лизосфинголипидов, 
что может быть фатально для клетки. Однако 
оптимальные концентрации Торина  1 могут спо-
собствовать индукции аутофагии на фоне увели-
чения белка GCase, снижения фосфорилирован-
ного альфа-синуклеина  (Ser129), увеличения его 
тетрамерной формы при отсутствии выраженного 
изменения активности лизосомных гидролаз и 
концентрации лизосфинголипидов. Ингибирова-

ние протеинкиназы mTOR Торином  1 может быть 
перспективным подходом для разработки тера-
пии  БП, в частности GBA1-БП, однако, вероятно, 
будет необходим тщательный подбор терапев-
тических доз. Подобные исследования обладают 
научной значимостью, так как позволяют расши-
рить представления о молекулярных механизмах 
действия различных химических веществ и оце-
нить их перспективу использования для терапии 
заболеваний.
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DOSE-DEPENDENT ALTERATIONS  
OF LYSOSOMAL ACTIVITY AND ALPHA-SYNUCLEIN  

IN PERIPHERAL BLOOD MONOCYTE-DERIVED MACROPHAGES 
AND SH-SY5Y NEUROBLASTOMA CELL LINE BY UPON INHIBITION 

OF mTOR PROTEIN KINASE – ASSESSMENT OF THE PROSPECTS  
OF PARKINSON’S DISEASE THERAPY

A. I. Bezrukova1,2*, K. S. Basharova1, G. V. Baydakova3, E. Y. Zakharova3, 
S. N. Pchelina1,2, and T. S. Usenko1,2

1 Petersburg Nuclear Physics Institute named by B.P. Konstantinov  
of National Research Centre “Kurchatov Institute”,  

188300 Gatchina, Leningrad Region, Russia; e-mail: bezrukova_ai@pnpi.nrcki.ru
2 Pavlov First Saint Petersburg State Medical University, 197022 Saint Petersburg, Russia

3 Research Center for Medical Genetics, 115522 Moscow, Russia

To date, the molecular mechanisms of the common neurodegenerative disorder Parkinson’s disease (PD) 
are unknown and, as a result, there is no neuroprotective therapy that may stop or slow down the 
process of neuronal cell death. The aim of the current study was to evaluate the prospects of using the 
mTOR molecule as a potential target for PD therapy due dose-dependent effect of mTOR kinase activity 
inhibition on cellular parameters, the  alteration  of which is associated with pathogenesis of the PD.  
The study was performed on peripheral blood monocyte-derived macrophages and SH-SY5Y neuro-
blastoma cell line. As a result, we have first showed that inhibition of mTOR by Torin1 only at a con-
centration of 100  nM affects the level of the lysosomal enzyme glucocerebrosidase (GCase), encoded 
by the GBA1 gene, mutations in which are a high-risk factor for PD, and leads also to a decrease in 
pathological phosphorylated (Ser129) form  of alpha-synuclein, an increase in its aggregation resistant 
tetrameric form in absence of the changes in lysosomal enzyme activities and lysosphingolipids concen-
trations. Inhibition of the protein kinase mTOR may be a promising approach for developing therapy 
for PD, in particular GBA1-associated PD.

Keywords: Parkinson’s disease, mTOR, Torin  1, alpha-synuclein, glucocerebrosidase, autophagy, lysosomal 
enzyme activity, lysosphingolipids
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ПЕРВИЧНОГО ДОНОРА ЭЛЕКТРОНА В РЕАКЦИОННЫХ 
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Методом фемтосекундной дифференциальной оптической спектроскопии исследована динами-
ка возбужденного первичного донора электрона в реакционных центрах пурпурной бактерии 
Rhodobacter sphaeroides. С использованием глобального анализа и методом интервалов обнару-
жена корреляция затухания колебательной когерентности возбужденного первичного донора 
электрона со временем жизни состояния с разделенными зарядами P+BA–, что свидетельствует об 
обратимости переноса электрона на первичный акцептор электрона – молекулу BA. В реакцион-
ных центрах проявляются признаки суперпозиции двух электронных состояний P на задержках 
времени менее 200 фс. Высказано предположение, что величина примеси состояния с переносом 
заряда PA+PB− к возбужденному первичному донору электрона  P* составляет ~24%. Полученные 
результаты обсуждаются с точки зрения механизма двухшагового переноса электрона.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фемтосекундная спектроскопия, бактериальные реакционные центры, 
состояние с переносом заряда, фотохимическое разделение зарядов.

DOI: 10.31857/S0320972524070091 EDN: WMOYCT

Принятые сокращения: РЦ  – реакционный центр; ВА  – мономерный бактериохлорофилл  а в активной 
цепи кофакторов переноса электрона; DADS  – дифференциальные спектры поглощения, связанные с экс-
поненциальным затуханием; НА  – бактериофеофитин  а; Р  – специальная пара бактериохлорофиллов РА  (РL) 
и РВ  (РM), которая является первичным донором электрона; Р* – возбужденный первичный донор электрона; 
Р−*  – нижний экситонный уровень возбужденного первичного донора электрона; PA+PB−  – состояние с пере-
носом заряда; P+BA− и P+HA−  – состояния с разделенными зарядами; Rba.  – Rhodobacter.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на то что фотохимические реакции 
в реакционном центре (РЦ) исследуются уже не-
сколько десятилетий, предметом дискуссий явля-
ются факторы, определяющие предельно высокую 
эффективность процесса разделения зарядов. В РЦ 
пурпурной бактерии Rhodobacter (Rba.) sphaeroides 
первичным донором электрона  Р является димер 
сильно взаимодействующих между собой молекул 
бактериохлорофилла, РA и  РB. При поглощении 
кванта света первичный донор электрона фото-
окисляется и передает электрон на молекулу мо-
номерного бактериохлорофилла  а  (BA), а затем на 
молекулу бактериофеофитина  а  (НA). Существует 
единое мнение, что молекула BA непосредствен-
но участвует в переносе электрона на  НA  [1–6], 

однако не исключается, что перенос электрона 
может также осуществляться и по механизму 
суперобмена  [7]. В  последнее время появляется 
все больше фактов, что к возбужденному первич-
ному донору электрона может примешиваться 
состояние с переносом заряда  РА+РB−, и это состоя-
ние вовлечено в процесс переноса электрона на 
молекулу  BA [8–12]. Недавно на основе данных, 
полученных методом двумерной спектроскопии, 
было обнаружено, что электронная когерентность 
связывает возбужденное состояние Р* и состояние 
с переносом заряда  РА+РB−, а колебательная коге-
рентность способствует стабилизации состояния 
с разделенными зарядами  Р+BA−, и оба вида ко-
герентности обеспечивают высокую квантовую 
эффективность разделения зарядов в РЦ  [13–16]. 
Ранее методом спектроскопии Штарка были об-
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наружены признаки диполя  РА+РB− в основном 
состоянии первичного донора электрона  [17,  18]. 
В  возбужденном состоянии  Р* признаки частич-
ного разделения зарядов  РАδ+РBδ− были обнару-
жены методом возбуждения–зондирования  [8,  9]. 
Образование состояния с переносом заряда объ-
ясняют процессами электронно-колебательной ре-
лаксации в первичном доноре электрона, которые 
приводят к сдвигу стимулированного излучения 
[19–21]. Возможность существования состояния с 
переносом заряда была показана теоретически. 
В  частности, было высказано предположение, 
что при возбуждении первичного донора элек-
трона происходит сдвиг электронной плотности 
от молекулы РA к  РB, а уровень энергии состоя-
ния с переносом заряда  РА+РB− примешивается к 
экситонным уровням  Р*  [22–24]. Как известно, 
при возбуждении первичного донора электрона Р 
импульсами света длительностью менее 30  фс в 
кинетике стимулированного излучения наблюда-
ются осцилляции, которые связаны с когерент-
ным движением ядерной системы в первичном 
доноре электрона  Р* [25–27]. Теоретическое моде-
лирование осцилляций показало, что в процес-
се разделения зарядов в  РЦ функциональными 
являются моды 130  см−1 и  30  см−1  [28–31]. Кван-
тово-механические вычисления показали, что 
свидетельством образования промежуточного со-
стояния с переносом заряда РА+РB− может являться 
дефазировка низкочастотных колебательных мод, 
проявляющихся в осцилляциях стимулирован-
ного излучения  [11]. Кроме того, на формирова-
ние состояния с переносом заряда существенное 
влияние оказывает экситонное взаимодействие 
между молекулами РA и  РB  [11]. Как известно, 
в результате экситонного взаимодействия про-
исходит расщепление QY  оптического перехода 
первичного донора электрона на нижний  (P−*) и  
верхний  (P+*) экситонные уровни. При криоген-
ных температурах максимум QY-полосы погло-
щения  P смещается от  870  нм до  900  нм. Одним  
из объяснений сдвига длинноволновой полосы 
поглощения P при понижении температуры явля-
ется предположение, что состояние с переносом 
заряда расположено выше нижнего экситонного 
уровня на шкале энергии [32]. Положение уровня 
энергии верхнего экситонного уровня P+* остается 
предметом исследований, и по разным данным 
он находится либо в области 790  нм  [33], либо 
810–815  нм  [34–36], либо при  840  нм  [37].

В данной работе с целью получения новой 
информации о последовательности сверхбыстрых 
стадий разделения зарядов в  РЦ пурпурной бак-
терии Rba.  sphaeroides проведены исследования 
спектральных и кинетических свойств возбужден-
ного первичного донора электрона при селектив-
ном возбуждении первичного донора импульсами 

света длительностью 25 фс. Для визуализации ки-
нетики сильно перекрывающихся спектральных 
полос в дифференциальных спектрах поглощения 
мы использовали метод интервалов. В  реакци-
онных центрах с открытым и заблокированным 
переносом электрона исследовали поглощение 
из возбужденного состояния первичного доно-
ра электрона. В  качестве РЦ с открытым пере-
носом электрона использовали РЦ дикого типа 
Rba.  sphaeroides, а с заблокированным переносом 
электрона  – мутант М160LH  +  L131LH  +  М197FH, 
в котором в криогенных условиях полностью 
блокируется перенос электрона на ближайшие 
акцепторы  – BA  и  HA  [38,  39].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Приготовление образца. Конструирование 
рекомбинантного штамма Rba.  sphaeroides, содер-
жащего мутантные РЦ с аминокислотными заме-
нами в положениях М160LH  +  L131LH  +  М197FH 
было описано в работе Хмельницкого и др.  [40]. 
Реакционные центры Rba. sphaeroides дикого типа 
и мутанта выделяли согласно описанной ранее ме-
тодике  [41]. Для измерений при физиологических 
температурах РЦ были суспендированы в буфере, 
содержащем 20  мМ  Tris-HCl (pH  8,0) и 0,1%  Triton 
X-100, и сконцентрированы до поглощения  0,5 
при 870  нм (длина оптического пути  – 1  мм). 
Для измерений в криогенных условиях образец 
смешивали с глицерином (60%,  v/v), помещали 
в криостат («Specac», Великобритания) и замора-
живали до 100  К. Спектры поглощения реакцион-
ных центров (рис.  П1 в Приложении) измеряли на 
спектрофотометре UV1800  («Shimadzu»,  Япония).

Дифференциальная абсорбционная спек-
троскопия. Фемтосекундные дифференциальные 
спектры поглощения получали с использованием 
спектрометра, работающего по методу накачки–
зондирования. Титан-сапфировый лазер MaiTai SP 
(«Spectra-Physics», США) использовали для генера-
ции импульсов длительностью ~25  фс при дли-
не волны 800  нм и частоте повторения 84  МГц. 
Импульсы генератора поступали в оптический 
регенеративный усилитель Spitfire  Ace («Spectra-
Physics»), на выходе которого получали ~35-фс им-
пульсы на длине волны 800  нм с энергией ~3  мДж 
и частотой повторения 10  Гц. Часть энергии им-
пульса (~750  мкДж) использовали для накачки 
коллинеарного оптического параметрического 
усилителя OPA800CF («Spectra-Physics»), перестраи-
ваемого в диапазоне длин волн 1100–2900  нм. 
Частоту параметрических холостых импульсов 
удваивали на нелинейном кристалле и получали 
излучение на длине волны 870  нм (890  нм) с ши-
риной на половине высоты ~55  нм для селектив-
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ного возбуждения первичного донора электрона 
в реакционных центрах Rba.  sphaeroides (рис.  П1 
в  Приложении). Дисперсию групповой скорости 
параметрического импульса компенсировали 
с  помощью двух призм LakL21 («Newport», США). 
Длительность сжатого возбуждающего импуль-
са не превышала 25  фс. Энергия импульса воз-
буждения составляла ~10  мкДж. Импульсы воз-
буждения ослабляли и фокусировали на кювету 
с образцом так, чтобы возбуждать не более 10% 
первичного донора электрона. Каждый второй 
возбуждающий импульс блокировали синхрон-
ным механическим затвором SR  475 («Stanford 
Research Systems», США). Поляризацию возбужда-
ющего импульса устанавливали параллельно по 
отношению к импульсу зондирующему. В  канале  
зондирования малую долю импульса фундамен-
тальной частоты (~1  мкДж) направляли на по- 
движный ретрорефлектор на платформе M531.DD 
(«Physik Instrumente», Германия), регулирующий 
задержку времени между импульсами возбу-
ждения и зондирования, и использовали для  
генерации суперконтинуума на воде в кварце-
вой кювете толщиной 5  мм. С  помощью свето-
фильтра ИКС1 выделяли спектральную область 
от  750 до  1100  нм. Полученный спектрально 
широкий импульс делили на зондирующий и 
опорный импульсы. Оба импульса вогнутым зер-
калом фокусировали на вращающуюся кварце-
вую кювету с образцом. Длина оптического пути 
кюветы составляла 1  мм. Далее зондирующий и 
опорный импульсы направляли на входную щель 
спектрографа Spectra Pro  2300i («Acton Research», 
США), и спектры излучения регистрировали 
ПЗС-камерой Pixis  400BR («Princeton Instruments», 
США). Для повышения соотношения сигнал/шум 
проводили накопление 500  измерений спектров 
излучения зондирующего и опорного импульсов 
на каждой задержке времени. Спектры излучения 
зондирующего и опорного импульсов использо-
вали для вычисления дифференциальных спек-
тров поглощения (рис.  П2 в  Приложении). В  от-
дельном эксперименте определяли дисперсию 
групповой скорости зондирующего импульса по 
сигналу нерезонансного отклика буферного рас-
твора. В  диапазоне длин волн от  870 до  940  нм 
временная дисперсия составляла порядка ~50  фс. 
С  такой величиной дисперсии длительность зон-
дирующего импульса на отдельной длине волны 
не превышала 25  фс и позволяла исследовать 
осцилляции стимулированного излучения, что 
согласуется с работой итальянских исследовате-
лей  [42]. Для вычисления дважды дифференци-
альных спектров исходные дифференциальные 
спектры поглощения корректировали на вели-
чину дисперсии групповой скорости. Весь массив 
дифференциальных спектров поглощения аппрок-

симировали суммой экспонент с характерными 
амплитудами и временами жизни и получали 
дифференциальные спектры поглощения, связан-
ные с экспоненциальным затуханием (decay-as
sociated difference spectra, DADS)  [43], используя 
программу Glotaran  [44].

Метод интервалов. Кинетику отдельных по-
лос в дифференциальных спектрах поглощения 
строили по методу интервалов  [45]. На  каждой 
задержке времени амплитуду полосы поглощения 
рассчитывали по формуле:

∆А  =  ∆Аm  −  (∆Аm−δ  +  ∆Аm+δ)/2,	 (1)

где ∆Аm  – изменения поглощения в максимуме 
полосы, ∆Аm−δ и  ∆Аm+δ  – изменения поглощения в 
равноудаленных от максимума точках спектра, 
δ – величина смещения от максимума полосы. Ки-
нетику полосы поглощения получали, применяя 
указанную выше формулу к исходным дифферен-
циальным спектрам поглощения на всех задерж-
ках времени. Зависимость построенной таким об-
разом амплитуды полосы поглощения от времени 
отличается от кинетики изменений поглощения 
на фиксированной длине волны тем, что она пре-
имущественно принадлежит исследуемой полосе 
поглощения и в значительно меньшей степени 
содержит вклад соседних спектральных компо-
нентов. Полученные кинетические кривые изме-
нений поглощения сдвигали на шкале времени 
на величину дисперсии зондирующего импульса. 
Очевидно, что этот подход дает хороший резуль-
тат при исследовании спектрально узких полос, 
например полосы поглощения анион-радикала 
BA− при 1020 нм или QX-полосы поглощения моле-
кулы HA− при 545 нм [45], и менее эффективен для 
перекрывающихся полос большой спектральной 
ширины.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование стимулированного излучения 
возбужденного первичного донора электрона в 
РЦ Rba.  sphaeroides. На  рис.  1,  а представлены 
дифференциальные спектры поглощения, изме-
ренные в ближней инфракрасной области спектра 
на выбранных задержках времени при селектив-
ном возбуждении первичного донора электрона 
импульсами света длительностью ~25  фс. На  за-
держке времени 40  фс выцветание длинновол-
новой полосы поглощения первичного донора 
электрона достигает максимального значения. 
В  дифференциальном спектре поглощения на 
этой задержке времени наблюдается отрицатель-
ная полоса с максимумом при 870  нм, обуслов-
ленная выцветанием полосы поглощения  Р870 и 
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Рис. 1. Дифференциальные спектры поглощения РЦ Rba.  Sphaeroides  (а) на задержках времени 40  фс  (кри-
вая 1), 180 фс (кривая 2), 300 фс (кривая 3), 1,5 пс (кривая 4) и 210 пс (кривая 5), измеренные при температуре 
293  К. б  – Дважды дифференциальные спектры поглощения, полученные вычитанием спектров на задерж-
ках времени: 40  фс минус 210  пс  (кривая  1), 1,5  пс минус 210  пс  (кривая  2), 180  фс минус 1,5  пс  (кривая  3) 
и 300  фс минус 1,5  пс  (кривая  4); пунктиром показан спектр  ∆А, измеренный на задержке времени  210  пс

стимулированным излучением из возбужденного 
состояния (рис.  1,  а; кривая  1). К  задержке време-
ни 180  фс стимулированное излучение смещается 
из максимума поглощения первичного донора 
в  длинноволновую область спектра (рис.  1,  а; 
кривая  2). При увеличении времени задержки до 
300  фс происходит смещение стимулированного 
излучения в коротковолновую область, связан-
ное с обратимыми осцилляциями (рис.  1,  а; кри-
вые 2 и 3), которые затухают к задержке времени 
~1,5  пс  (рис.  1,  а; кривая  4). На  задержке времени 
210  пс в дифференциальном спектре поглощения 
стимулированное излучение полностью отсутству-
ет  (рис. 1, а; кривая 5). Таким образом, из рис.  1,  а 
видно, что с течением времени стимулированное 
излучение смещается на шкале длин волн.

Для того чтобы найти положение максимума 
стимулированного излучения на разных задерж-
ках времени мы построили дважды дифференци-
альные спектры поглощения  (рис.  1,  б). Так, на 
задержке времени 40  фс в дважды дифференци-
альном спектре, полученном вычитанием диффе-
ренциального спектра, измеренного на задержке 
времени 210  пс, из спектра, измеренного на за-
держке времени 40  фс, наблюдается стимулиро-
ванное излучение, совпадающее с длинноволно-
вой полосой поглощения  P870  (рис.  1,  б; кривая  1). 
Очевидно, что на задержке времени ~40  фс стиму-
лированное излучение локализовано в максиму-
ме полосы поглощения  Р, поскольку первичный 
донор электрона селективно возбуждался импуль-
сами света, спектр излучения которых практиче-
ски совпадал с полосой поглощения  Р  (рис.  1,  б 
(пунктир); рис.  П1 в  Приложении). Максимум не 
осциллирующего стимулированного излучения 
можно наблюдать в дважды дифференциальном 

спектре, полученном вычитанием дифференци-
ального спектра поглощения, измеренного на 
задержке времени 210  пс, из дифференциального 
спектра на задержке времени 1,5  пс (рис.  1, б; кри-
вая  2). Как видно из рис.  1, максимум этого излу-
чения находится в области ~915  нм и совпадает 
с максимумом спонтанной флуоресценции  [46]. 
Осциллирующие компоненты стимулированного 
излучения проявляются в дважды дифференци-
альных спектрах, полученных вычитанием диффе-
ренциального спектра, измеренного на задержке 
времени 1,5  пс, из дифференциальных спектров, 
измеренных на задержках времени 180 фс и 300 фс.  
Из  сопоставления переходных спектров на за-
держках времени 180  и  300  фс, представленных 
на рис.  1,  а  (кривые  2  и  3), можно заметить, что 
максимальные изменения стимулированного 
излучения наблюдаются на длинах волн 885  нм 
и 960  нм. Однако из дважды дифференциальных 
спектров поглощения (рис. 1, б; кривые 3 и 4) вид-
но, что стимулированное излучение на задержке 
времени 180  фс и на задержке времени 300  фс в 
силу большой ширины различается на этих дли-
нах волн, но имеет максимум излучения при 
940  нм или 905  нм соответственно. Можно пред-
положить, что максимум стимулированного излу-
чения в результате колебательной релаксации об-
ратимо смещается на шкале длин волн в области 
905–940  нм и после нескольких периодов модуля-
ций локализуется в области 915  нм. Однако при 
разложении дифференциального спектра погло-
щения на сумму гауссовых полос на отдельных 
задержках времени стимулированное излучение 
не описывается одной гауссовой функцией. Так, 
на задержке времени 180  фс наблюдается одно-
временно и излучение при 915  нм, и излучение 
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при 940  нм  (рис.  П3 в  Приложении). Стимулиро-
ванное излучение при 940  нм особенно хорошо 
выражено в виде отчетливого плеча на длинно-
волновом склоне полосы  Р в дифференциальных 
спектрах поглощения, измеренных при криоген-
ных температурах (рис.  П2 в  Приложении). Пред-
ставленные на рис.  1 спектры позволяют заклю-
чить, что стимулированное излучение отражает 
как некогерентную, так и когерентную динами-
ку возбужденного первичного донора электрона. 
Максимум стимулированного излучения наблю-
дается при 915  нм, а излучение при 905 и 940  нм 
проявляется в виде сателлитов основного излу-
чения, возникающих вследствие либо частотной, 
либо амплитудной модуляции.

Кинетические кривые стимулированного 
излучения, полученные методом интервалов. 
Для того чтобы визуализировать кинетику полос 
стимулированного излучения мы использовали 
метод интервалов. В стационарном спектре погло-
щения длинноволновая полоса поглощения пер-
вичного донора электрона при 870  нм имеет ши-
рину на половине высоты ~60  нм. Мы построили 
кинетическую кривую отрицательной полосы с 
максимумом при 870  нм на интервале длин волн 
от  840 до  900  нм  (рис.  2,  а). Представленная на 
рис.  2,  а кинетика обусловлена как выцветанием  
полосы поглощения первичного донора электро-
на, так и стимулированным излучением, лока-
лизованным в максимуме поглощения  Р, которое 
удваивает амплитуду выцветания. Стимулиро-
ванное излучение спадает с константой времени 
~60  фс вследствие смещения излучения из макси-
мума поглощения первичного донора в длинно-
волновую область. В кинетике отрицательной по-
лосы при 870  нм наблюдается лишь одна слабая 
осцилляция на задержке времени ~300  фс, кото-
рая, возможно, является результатом вклада ос-
циллирующего излучения при 905  нм. Наблюдае-
мое смещение стимулированного излучения из 
области поглощения  Р может быть обусловлено 
сдвигом Стокса  [12,  21,  47] либо образованием со-
стояния с переносом заряда  [47].

Исходя из того, что стимулированное излу-
чение проявляется в дважды дифференциальных 
спектрах поглощения в виде отрицательных по-
лос, соизмеримых по ширине с полосой поглоще-
ния  Р  (рис.  1,  б), мы построили методом интерва-
лов кинетику полос поглощения с максимумами 
при  940 и 915  нм на интервалах длин волн 910–
970  нм и 885–945  нм соответственно (рис. 2, б и в). 
Следует отметить, что выцветающая полоса по-
глощения первичного донора электрона, пере-
крывающаяся со стимулированным излучением 
и доминирующая по амплитуде, при построении 
кинетических кривых методом интервалов вносит 
положительный вклад в области от 900 до 970  нм. 

Рис. 2. Кинетические кривые изменений поглощения 
при 870  нм  (а), при 940  нм  (б) и при 915  нм  (в) в  РЦ 
Rba.  sphaeroides, полученные методом интервалов 
при температуре 293  К. Вклад стимулированного из-
лучения выделен на рисунке серым цветом. Сплош-
ной линией показана аппроксимация кинетики при 
915 нм одной экспонентой. Пунктиром показаны по-
ложительные изменения, связанные с  вкладом вы-
цветания полосы поглощения первичного  донора  Р. 
На вставке представлена кинетическая кривая при 
940 нм на шкале времени от -0,5 до 10 пс
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Если бы стимулированное излучение при  915 и 
940  нм отсутствовало, то наблюдался бы только 
этот положительный компонент и кинетика 
его (рис. 2, б и в; пунктир) совпадала бы с кинети-
кой, приведенной на  рис.  2,  а. Стимулированное 
излучение при  915 и 940  нм наблюдается на базе 
этого положительного компонента. Обращает на 
себя внимание, что на всех субпикосекундных 
задержках времени наблюдается как некогерент-
ное стимулированное излучение возбужденного 
первичного донора электрона при 915  нм, так и 
когерентное излучение при  940  и  905  нм.

Стимулированное излучение с максимумом 
при 940  нм, выделенное на рис.  2,  б серым цве-
том, осциллирует с основным периодом ~240  фс. 
На  вставке к рис.  2,  б (см.  также рис.  П4 в  При-
ложении) видно, что стимулированное излучение 
при 940  нм затухает к задержке времени ~1,5  пс 
и не содержит 3,5-пс экспоненциального компо-
нента, поскольку кинетическая кривая на задерж-
ках времени от  1,5  пс и до десятков пикосекунд  
не отличается от положительных изменений, об-
условленных выцветанием полосы поглощения 
первичного донора электрона. Исходя из того, 
что в кинетике при 940  нм осцилляции смеще-
ны в отрицательную область поглощения, можно 
предположить наличие монотонного компонента. 
Поэтому мы аппроксимировали кинетическую 
кривую линейной комбинацией затухающих гар-
монических функций и экспоненциального ком-
понента (сплошная линия на рис.  П5  в  Приложе-
нии) согласно уравнению:

f(t) = ΣiAicos(2πtvi * 0,03 + φi)e−  + A1e− .	 (2)

Кинетика затухания стимулированного излу-
чения при 940  нм удовлетворительно описыва-
ется частотами 136  см−1 и 225  см−1, затухающими 
с константами времени 280  фс и 190  фс соответ-
ственно, и монотонного компонента, который 
затухает с константой времени 0,9  пс (рис.  П5 
в  Приложении). Осциллирующие составляющие 
стимулированного излучения при 940  нм и на-
блюдаемые в противофазе к ним осцилляции 
при 885  нм (рис.  П4,  г  в  Приложении) относи-
тельно изобестической точки при 915  нм могут 
указывать на колебательную когерентность воз-
бужденного первичного донора электрона. Сле-
дует отметить, что мода ~136  см−1, найденная в 
осциллирующей составляющей кинетики 940  нм, 
доминирует по амплитуде и имеет теоретическое  
обоснование в литературе, а мода ~225  см−1 не 
находит однозначного соответствия. Не исклю-
чается, что в осцилляциях могут присутствовать 
и другие моды, однако, вероятно, их амплитуды 
слишком малы. Функциональное значение моды 
136  см−1 обсуждается в ряде теоретических работ 

t
τi

t
τ1

[28–31], причем величина этой моды, согласно ли-
тературным данным, меняется в диапазоне от 100 
до  150  см−1. В  частности, методами молекулярной 
динамики показано, что в основном состоянии 
первичного донора электрона относительные 
энергии PA и PB модулируются аксиальным враще-
нием гистидинов L168 и  M202 относительно оси  
Mg-N c частотами ~50  см−1 и 100  см−1, что приво-
дит к температурному уширению длинноволно-
вой полосы поглощения  Р  [29]. При электронном 
возбуждении первичного донора электрона вра-
щение гистидина  M202 с характерной частотой 
100  см−1 выборочно понижает энергию  PB, что 
приводит к однонаправленному смещению элек-
тронной плотности от  PA к  PB и определяет коор-
динату реакции, вдоль которой эволюционирует 
возбужденное состояние. За счет вращения гисти-
дина  M202 происходит смещение протона моле-
кулы воды  А в сети водородных связей с часто-
той  30–35  см−1 и усиливается сопряжение между 
Р и BA  [30]. В  то же время смещение протона от 
3′-ацетила  PA в сторону гистидина  L168 снижает 
движущую силу рекомбинации зарядов. С  помо-
щью стохастической модели Ланжевена была 
рассчитана динамика отклика белка в ответ на 
образование диполя РА+РB− в первичном доноре 
электрона  [31]. В  частности, показано, что мода 
118  см−1 со временем затухания >1,1  пс связана с 
колебаниями альфа-спиралей белка при формиро-
вании диполя  РА+РB−.

Стимулированное излучение с максимумом 
при 915  нм является доминирующим и, так же как 
излучение при 940  нм, наблюдается на фоне по-
ложительных изменений, обусловленных выцве-
танием полосы поглощения  P870. Это излучение, 
выделенное на рис.  2 серым цветом, монотонно 
затухает с константой времени ~3,5  пс (рис.  2,  в; 
сплошная линия). Так как стимулированное излу-
чение с максимумом 915  нм совпадает с максиму-
мом спонтанной флуоресценции возбужденного 
первичного донора электрона, то это излучение, 
по всей видимости, происходит с нулевого коле-
бательного подуровня нижнего экситонного уров-
ня возбужденного состояния первичного донора 
электрона  P−*.

Влияние процесса разделения зарядов на 
колебательную когерентность возбужденного 
первичного донора электрона. Для выяснения 
возможного вклада осциллирующего излучения в 
процесс разделения зарядов мы сопоставили ки-
нетику стимулированного излучения при 940  нм 
с кинетикой полосы поглощения анион-ради-
кала первичного акцептора электрона  BA− при 
1025  нм, построенной таким же методом, изме-
ренной в тех же экспериментальных условиях. 
Из  рис.  3,  а видно, что при физиологической тем-
пературе  (293  К) затухание осциллирующего сти-
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Рис. 3. Кинетика стимулированного излучения при 940  нм (открытые символы) и кинетика полосы погло-
щения анион-радикала  BA− при 1025  нм (закрытые символы), измеренные при температуре 293  К  (а) и при 
температуре 100 К (б) в РЦ Rba. sphaeroides. Амплитуда первого пика стимулированного излучения нормиро-
вана с максимальным нарастанием полосы поглощения при 1025  нм. Двусторонняя стрелка показывает за-
держку времени, на которой полное затухание излучения совпадает с полным нарастанием поглощения BA−

мулированного излучения при 940  нм совпадает 
по времени с нарастанием полосы поглощения 
анион-радикала  BA− при 1025  нм (двусторонняя 
стрелка). Неслучайность такого совпадения под-
тверждается тем, что в криогенных условиях за-
тухание излучения так же коррелирует с нараста-
нием полосы поглощения при 1025  нм  (рис.  3,  б).

Выше было показано  (рис.  2,  б), что кинетика 
затухания излучения при 940  нм аппроксимиру-
ется затухающими модами 136  см−1 и 225  см−1 и 
не осциллирующим компонентом. Поскольку за-
тухание осциллирующих мод происходит гораздо 
быстрее, с константами времени затухания ~280 
и ~190  фс, то можно предположить, что с нара-
станием полосы поглощения анион-радикала  BA− 
при 1025  нм коррелирует затухание монотонного 
компонента с константой времени ~0,9  пс в кине-
тике при 940  нм. Учитывая, что кинетика поло-
сы поглощения анион-радикала  BA− при 1025  нм 
инвертирована, а затухание компонента ~0,9  пс 
в кинетике стимулированного излучения при 
940  нм совпадает со временем жизни состояния 
с разделенными зарядами  P+BA−, можно предпо-
ложить, что затухание когерентного излучения 
возбужденного первичного донора электрона 
обусловлено обратной реакцией переноса элек-
трона  Р*  ←  P+BA−.

Глобальный анализ массива данных. По-
скольку, согласно представленным выше данным, 
стимулированное излучение при 915  нм и 940  нм 
затухает с разными константами времени, мы 
аппроксимировали экспериментальный массив 
данных методом глобального анализа с кинетиче-
скими компонентами ~1  пс и 3,5  пс (<1  пс и 1,2  пс 
при криогенной температуре) и незатухающим 
компонентом на шкале времени эксперимента 
(200  пс). В  спектре DADS, связанном с незатухаю-

щим компонентом (рис. 4, кривая 3), наблюдаются 
отрицательная полоса при 870  нм, слабая поло-
жительная полоса, принадлежащая поглощению 
анион-радикала вторичного электронного акцеп-
тора – молекулы HA− – при 960  нм на фоне положи-
тельного бесструктурного поглощения Р+, которые 
отражают состояние с разделенными заряда-
ми  Р+HA−. В  спектре  DADS с константой времени 
3,5  пс  (рис.  4; кривая  2) затухание стимулирован-
ного излучения при 915  нм (отрицательная поло-
са при 915  нм) происходит с той же константой 
времени, что и нарастание полосы поглощения 
анион-радикала  BA− (положительная полоса при 
1025  нм). Спектр DADS, связанный с константой 
затухания 0,8  пс  (рис.  4; кривая  1), подтверждает 
обнаруженную выше корреляцию. Действитель-
но, затухание положительных изменений при 
890  нм и отрицательных изменений при 940  нм, 
отражающих сателлиты стимулированного излу-
чения, происходят с той же константой времени, 
что и затухание полосы поглощения анион-ра-
дикала  BA− (отрицательная полоса при 1025  нм).  
Представленные на  рис.  3  и  4 данные находятся 
в согласии с общепринятыми представлениями 
о механизме двухшагового переноса электрона 
на HA через молекулу  BA [3, 5, 6]. Затухание осцил
лирующего стимулированного излучения воз-
бужденного первичного донора электрона корре-
лирует со временем жизни состояния  P+BA−, что 
является свидетельством обратимости переноса 
электрона на молекулу  BA и образования состоя-
ния с разделенными зарядами P+BA−, время жизни 
которого составляет 0,8  пс  (0,4  пс  при  100  К).

Исследование поглощения возбужденного 
первичного донора электрона при переходе 
P*  →  P** в РЦ Rba.  sphaeroides. Возбужденный 
первичный донор электрона характеризуется 
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Рис. 4. Дифференциальные спектры поглощения РЦ Rba.  sphaeroides, связанные с экспоненциальным зату-
ханием (decay-associated difference spectra, DADS), измеренные при физиологической температуре  (а) и при 
температуре 100  К  (б)

Рис. 5. Дифференциальные спектры поглощения РЦ Rba.  sphaeroides дикого типа на задержке времени 
60  фс  (кривая  1) и 170  фс  (кривая  2)  (а) и РЦ тройного мутанта на задержке времени 80  фс  (кривая  1) 
и  380  фс  (кривая  2)  (б), измеренные при температуре 100  К. На  вставках (панели  а  и  б) показана область 
полосы поглощения  Р* при 810  нм. Величина положительной дисперсии зондирующего импульса в диапа-
зоне длин волн 810–940  нм составляет  ~100  фс

не только стимулированным излучением, но и 
поглощением из возбужденного состояния при 
переходе P*  →  P**. Мы исследовали поглощение 
возбужденного донора при 810 нм в реакционных  
центрах Rba.  sphaeroides дикого типа (с откры-
тым переносом электрона) и мутанта М160LH  + 
+  L131LH  +  М197FH (с заблокированным пере-
носом электрона при криогенных температурах).

На рис.  5 представлены дифференциальные 
спектры поглощения реакционных центров с 
открытым и с заблокированным переносом элек-
трона на молекулу  BA, измеренные в ближней 
инфракрасной области при возбуждении первич-
ного донора электрона импульсами света дли-

тельностью 25  фс на длине волны 890 нм. И в том 
и в другом случае дифференциальные спектры 
поглощения отражают эволюцию возбужденного 
первичного донора электрона. Они характеризу-
ются выцветанием полосы поглощения первич-
ного донора из основного состояния при 890  нм и 
стимулированным излучением из возбужденного 
состояния на длинноволновом склоне выцвета-
ющей полосы  Р, а также узкой положительной 
полосой поглощения возбужденного первичного 
донора, имеющей максимум ~810  нм, которую 
приписывают переходу первичного донора с ниж-
него экситонного уровня  P−* на более высокий 
возбужденный уровень Р**  [26,  27]. На  задержках 
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времени от 60 до 170  фс, когда в реакционных цен-
трах с открытым переносом электрона амплитуда 
полосы поглощения возбужденного первичного 
донора электрона при 810  нм достигает своего 
максимального значения, максимум стимулиро-
ванного излучения из возбужденного состояния 
первичного донора электрона смещается от  890 
до  940  нм  (рис.  5,  а). В  реакционных центрах му-
танта с повышенным потенциалом происходит 
подобное длинноволновое смещение стимулиро-
ванного излучения из возбужденного состояния 
примерно на тех же временах  (рис.  5,  б). Обраща-
ет на себя внимание, что в РЦ с заблокированным 
переносом электрона на задержках времени от 80 
до  380  фс наблюдается увеличение амплитуды 
полосы поглощения возбужденного первичного 
донора при 810  нм (рис.  5,  б; вставка), в то время 
как в РЦ с открытым переносом электрона по-
лоса поглощения  Р* при 810  нм не увеличивает-
ся (рис.  5, а; вставка). Прирост амплитуды полосы 
поглощения при 810  нм на таких задержках вре-
мени нельзя объяснить действием возбуждающего 
импульса, но этот прирост отражает увеличение 
концентрации возбужденного первичного донора  
электрона.

Для выявления спектральных изменений 
в РЦ с заблокированным переносом электрона, 
связанных с ростом амплитуды полосы погло-
щения при 810  нм, мы построили дважды диф-
ференциальные спектры, вычитая дифферен- 
циальный спектр, измеренный на задержке време- 
ни 220  фс из дифференциальных спектров, изме-
ренных на задержках времени 260, 300 и 340  фс   
(рис.  6).

Представленные на рис.  6 дважды диффе-
ренциальные спектры поглощения реакцион-
ных центров мутанта М160LH  +  L131LH  +  М197FH 
Rba.  sphaeroides показывают, что на задержках 
времени более 200  фс действительно происходит 
увеличение амплитуды узкой спектральной поло-
сы с максимумом при 810  нм. Поскольку положи-
тельная полоса при 810  нм принадлежит поглоще-
нию первичного донора электрона при переходе  
P*  →  P**, то прирост полосы поглощения при 
810  нм, по-видимому, обусловлен увеличением 
концентрации возбужденного первичного донора 
электрона  P*. Однако в области полосы поглоще-
ния  Р при 890  нм, выцветание которой обуслов-
лено переходом первичного донора электрона из 
основного в возбужденное состояние, изменений 
поглощения не происходит (показано стрелкой) 
и, следовательно, количество возбужденного пер-
вичного донора электрона остается неизменным. 
Можно заметить, что прирост амплитуды полосы 
поглощения при 810  нм сопровождается увели-
чением стимулированного излучения с нижне-
го экситонного уровня при 920  нм и уменьше- 

нием стимулированного излучения при 940  нм 
(рис.  6). Это позволяет предположить, что при 
блокировании переноса электрона на молеку-
лу  BA на задержках времени от  220 до  340  фс в 
возбужденном первичном доноре электрона про-
исходит электронный переход на нижний экси-
тонный уровень  P−* с уровня энергии, располо-
женного на шкале энергии выше. Представляется 
маловероятным, что это электронный переход с 
верхнего экситонного уровня. Процесс внутрен-
ней конверсии электронного возбуждения между 
верхним  P+* и нижним  P−* экситонными уров-
нями происходит гораздо быстрее (25–100  фс)  
[36,  37,  47].

На рис.  7 представлена кинетика полосы по-
глощения при 810  нм в реакционных центрах с 
открытым (кривая  1) и с заблокированным пере-
носом электрона (кривая  2), построенная в интер-
вале длин волн от 805 до 815  нм. Из рисунка видно, 
что нарастание полосы поглощения при 810  нм,  
обусловленное поглощением света, в открытых 
и закрытых реакционных центрах завершается к 
задержке времени ~60  фс. В  открытых реакцион-
ных центрах на более поздних задержках време-
ни амплитуда полосы поглощения при 810  нм не 
изменяется, а затем экспоненциально спадает с 
константой времени ~1,2  пс вследствие переноса 
электрона от возбужденного первичного донора 
в активную цепь кофакторов. В  закрытых реак-
ционных центрах, начиная с задержки времени 
200  фс, происходит прирост полосы поглощения 
при 810  нм примерно на 24%, по сравнению с РЦ 
с открытым переносом электрона, с константой 

Рис. 6. Дважды дифференциальные спектры по-
глощения РЦ мутанта М160LH  +  L131LH  +  М197FH 
Rba.  sphaeroides, полученные вычитанием диффе-
ренциального спектра, измеренного на задержке 
времени 220  фс из дифференциальных спектров, из-
меренных на задержках времени 260  фс  (кривая  1), 
300  фс  (кривая  2) и  340  фс  (кривая  3) при темпера-
туре 100  К. Стрелкой показана длина волны макси-
мума полосы поглощения  Р
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Рис. 7. Кинетические кривые полосы поглощения 
при 810  нм в РЦ Rba.  sphaeroides дикого типа (кри-
вая  1) и мутанта М160LH  +  L131LH  +  М197FH (кри-
вая  2) при температуре 100  К. Пунктирная линия 
показывает амплитуду полосы поглощения при 
взаимодействии возбуждающего и зондирующего 
импульсов, а штрихпунктирная линия – прирост по-
лосы поглощения в РЦ мутанта на задержках време-
ни больше длительности аппаратной функции (дву-
сторонняя  стрелка)

времени порядка 100  фс, характерной для пере-
ходов между электронными уровнями. Это позво-
ляет заключить, что наблюдаемый прирост поло-
сы поглощения при 810  нм отражает увеличение 
концентрации первичного донора электрона на 
нижнем экситонном уровне  P−* первого синглет-
ного возбужденного состояния.

Поскольку в открытых РЦ Rba.  sphaeroides 
такого процесса не происходит, то можно пред-
положить, что на задержках времени порядка 
200  фс возбужденный первичный донор электро
на продолжает оставаться в суперпозиции двух 
состояний, имеющих разные электронные уровни 
энергии. Одно из них  – нижнее экситонное со-
стояние P−* заселяется с вероятностью 76%, имеет 
максимум поглощения при 810  нм и стимулиро-
ванное излучение при 915  нм. Второе состояние 
заселяется с вероятностью  24%, расположено на 
шкале энергии выше состояния  P−* и не имеет 
поглощения при 810  нм. Проведенные ранее тео-
ретические расчеты показали, что к первичному 
донору электрона в основном состоянии при-
мешивается состояние с переносом заряда. Это 
состояние характеризуется тем, что: (1)  оно при-
мешивается на  25%; (2)  уровень энергии состоя-
ния с переносом заряда расположен выше уровня 
энергии нейтрального первичного донора элек-
трона; (3)  состояние с переносом заряда не име-
ет собственного поглощения  [11, 32,  48]. Все эти 
признаки применимы к верхнему электронному 
состоянию и позволяют идентифицировать его 
как  PA+PB−.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные в работе данные показы-
вают, что в РЦ Rba.  sphaeroides при селектив-
ном возбуждении первичного донора электрона 
импульсами света длительностью ~30  фс наблю-
дается спектральная и кинетическая неоднород-
ность  Р. Смещение стимулированного излучения 
возбужденного первичного донора  Р* в длинно-
волновую область спектра с константой вре-
мени ~60  фс, по-видимому, обусловлено сдвигом 
Стокса  [12, 21, 47] либо образованием состояния с 
переносом заряда  [47]. Как видно из дважды диф-
ференциальных спектров поглощения  (рис.  1,  б; 
кривые  3 и 4) на задержках времени более ~120  фс 
когерентная динамика возбужденного первич-
ного донора характеризуется стимулированным 
излучением при 915  нм с сателлитами при 940  нм 
и 905  нм. Стимулированное излучение с максиму-
мом при 915  нм монотонно затухает с констан-
той времени ~3,5  пс  (рис. 2, в; сплошная линия), а 
кинетика осциллирующих сателлитов при 890  нм 
и в области 940  нм (вставка на рис.  2, б; рис.  П4, г 
в  Приложении) коррелирует со временем жиз-
ни состояния с разделенными зарядами  P+BA−. 
Спектральная локализация стимулированного 
излучения в разные моменты времени и кине-
тическая гетерогенность излучения могут свиде-
тельствовать о том, что возбужденный первич-
ный донор электрона находится в суперпозиции 
двух состояний. Результаты глобального анализа 
исходных данных (рис.  4; кривая  1) позволяют 
предположить, что затухание стимулированно-
го излучения при 940  нм происходит с той же 
константой времени, что и затухание состояния 
с разделенными зарядами  P+BA−. В  этом случае 
полученные данные находятся в согласии с тем, 
что существует обратная реакция переноса элек-
трона от  молекулы  BA− на  Р*. Исследование воз-
бужденного донора электрона в тройном мутанте 
показало, что блокирование переноса электрона 
на молекулу  BA выявляет признаки двух элек-
тронных состояний. Эти результаты согласуются 
с теоретическими и экспериментальными данны-
ми, согласно которым к возбужденному первич-
ному донору электрона примешивается комплекс 
с переносом заряда  PA+PB−, включенный в процесс 
обратимого переноса электрона от возбужденного 
первичного донора электрона  P* на ближайший 
акцептор электрона.
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Т.Ю.  Фуфина, Р.А.  Хатыпов  – обсуждение резуль-
татов исследования; А.М.  Христин, Р.А.  Хатыпов  – 
написание и редактирование текста статьи.
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В исследовании на клетках линии С2С12 изучено влияние янтарной кислоты на процессы мио-
генеза. В диапазоне концентраций 10–1000 мкМ янтарная кислота стимулировала процесс мио-
генной дифференцировки, увеличивая количество факторов миогенеза MyoD (на всех этапах 
миогенеза) и миогенина (на этапе терминальной дифференцировки). Методом Вестерн-блот 
в клетках  С2С12 выявлены специфические сукцинатные рецепторы SUCNR1, уровень которых 
снижался в процессе миогенеза. При добавлении янтарной кислоты к клеткам содержание 
внутриклеточного сукцината существенно не изменялось и уменьшалось в процессе миоген-
ной дифференцировки. С  применением специфического ингибитора белка Gαi  – коклюшного 
токсина – установлено, что стимуляция миогенеза С2С12 под действием янтарной кислоты реа-
лизуется через SUCNR1–Gαi.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: миогенез, янтарная кислота, SUCNR1, инозитолмонофосфат, коклюшный 
токсин.

DOI: 10.31857/S0320972524070102 EDN: WMLQXO

Принятые сокращения: MYH  – тяжелые цепи мио-
зина (myosin heavy chain); MyoD  – фактор миоген-
ной детерминации (myogenic determination factor  1); 
MyoG  – миогенин (myogenic factor); SUCNR1  – сукци-
натный рецептор (succinate receptor  1).
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Развитие скелетных мышц  – это высоко-
организованный процесс, контролируемый эво-
люционно консервативными сетями транскрип-
ционных факторов, сигнальными молекулами 
и некодирующими РНК, которые координируют 
экспрессию большого количества генов  [1].

Семейство миогенных регуляторных тран-
скрипционных факторов (Myf5, MyoD, Mrf4 и MyoG) 
является основным регулятором миогенеза. Myf5 
и MyoD регулируют пролиферацию миобластов 
и переход на процесс миогенной дифференци-
ровки клеток, а MRF4 и  MyoG контролируют этап  
терминальной дифференцировки. Исследования с 
использованием нокаутных мышей показали, что 

MyoD, Mrf4 и  Myf5 регулируют миогенную детер-
минацию, в то же время MyoG, MyoD и  Mrf4 кон-
тролируют терминальную дифференцировку мио-
бластов  [2,  3].

В настоящее время ведется активный поиск 
других факторов и сигнальных путей, участвую-
щих в этом процессе  [4,  5].

В некоторых исследованиях было показано, 
что янтарная кислота может стимулировать мио-
генез  [6]. Однако механизм данного влияния не 
установлен. Можно предположить, что это дей-
ствие реализуется через специфический сукци-
натный рецептор  (SUCNR1/GPR91).

SUCNR1 принадлежит к большому семейству 
рецепторов, связанных с G-белком (GPCR), которое 
делится на разные группы на основании сходства 
аминокислотной последовательности или типа 
лиганда. SUCNR1 относят к родопсин-подобному 
типу  δ  GPCR  [7].

SUCNR1 обнаружен во многих тканях и орга-
нах, например, в почках, сердце, печени, мозге, 
сетчатке и  др. При анализе экспрессии в мыш-
цах были получены противоречивые результаты. 
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Данный рецептор был обнаружен у мышей [8], но 
не был выявлен у людей  [9]. Экспрессия SUCNR1 
во время миогенеза не изучалась.

SUCNR1 высокоспецифичен к сукцинату, 
структурно родственные аналоги и метаболиты 
цикла Кребса не могут его активировать, только 
малеат и метилмалонат вызывают слабый от-
вет  [10].

Было показано, что SUCNR1 связывается как 
с белком Gαi, так и с Gαq. Активация Gαi приво
дит к снижению уровня cAMP, а Gαq запускает 
сигнальный каскад фосфолипазы С-β (PLC-β)  [11]. 
Также было высказано предположение, что на-
блюдаемая мобилизация [Ca2+]i при стимуляции 
SUCNR1 может быть связана с активацией PLC-β 
димером  βγ  [12].

Учитывая все вышеизложенное, в настоящем 
исследовании мы стремились изучить механизм 
влияния янтарной кислоты на миогенез и оце-
нить роль SUCNR1–Gαi и SUCNR1–Gαq в данном 
процессе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток. Исследование вы-
полнено in  vitro на клеточной линии мышиных 
миобластов С2С12, предоставленной Институтом 
биологии гена РАН (Москва). Данная клеточная 
линия является классической моделью для изуче-
ния миогенной дифференцировки  [13].

Клетки культивировали при 37  °С в атмо-
сфере 5%  СО2 в инкубаторе WS-189C («World Sci
ence», Корея) в среде Игла, модифицированной 
Дульбекко (DMEM), с высоким содержанием глю-
козы  (4500  мг/литр), с добавлением L-глутами-
на (4 мМ), 10% эмбриональной бычьей сыворотки 
(«Biosera», Франция), 100  ед./мл и 100  мкг/мл пе-
нициллина и стрептомицина («ПанЭко», Россия) 
соответственно. После достижения 70−90% кон-
флюэнтности клетки снимали с флакона добавле-
нием раствора трипсин-ЭДТА (0,25%  трипсина и 
0,2%  ЭДТА; «Sigma-Aldrich», Германия) и высевали 
в 6-луночные планшеты («Сorning»,  США).

В ходе работы были сформированы следую-
щие экспериментальные группы:

• клетки до дифференцировки (0  день диффе­
ренцировки, контроль) – инкубация клеток с пита-
тельной средой, содержащей 10% эмбриональной 
бычьей сыворотки до конфлюэтности 50–60% (со-
стояние, при котором очень немногие из клеток 
физически соприкасаются друг с другом);

• инициация дифференцировки миобластов  – 
после достижения клетками конфлюэнтности 
50–60% инициировали миогенную дифферен-
цировку путем замены эмбриональной бычьей 
сыворотки в составе питательной среды DMEM 

на 2%-ную лошадиную сыворотку («Sigma-Aldrich», 
Германия)  – дифференцировочную среду  [14, 15, 
16]. На 1-, 4- и 7-й день дифференцировки анали-
зировали выраженность морфологических и био-
химических изменений;

• влияние янтарной кислоты на миогенную 
дифференцировку миобластов  – вместе с диффе-
ренцировочной питательной средой к клеткам 
добавляли янтарную кислоту («Acros Organics», 
Бельгия) в концентрациях 10, 100 и  1000  мкМ. 
На 1-, 4- и 7-й день анализировали выраженность 
изменений в клетках;

• оценка роли сукцинатных рецепторов во 
влиянии янтарной кислоты на миогенную диф­
ференцировку миобластов  – вместе с дифферен-
цировочной питательной средой к клеткам до-
бавляли янтарную кислоту в концентрациях 10, 
100 и 1000  мкМ и коклюшный токсин (ингибитор 
сигнального пути SUCNR1–Gαi, 516560, «Sigma-
Aldrich») в концентрации 100  нг/мл  [17]. На 1-,  
4- и 7-й день анализировали выраженность из
менений в клетках;

• влияние янтарной кислоты на индекс миоге­
неза – янтарную кислоту в концентрации 100 мкМ 
вносили в питательную среду DMEM с 10%-ной 
эмбриональной бычьей сывороткой без замены 
на 2%-ную лошадиную сыворотку; срок инкуба-
ции  – 7  дней.

Каждый эксперимент, каждый анализ в каж-
дой концентрации выполняли в трех независи-
мых повторах.

Визуализацию клеток выполняли с помощью 
инвертированного микроскопа Olympus CKX-53 
(«Olympus», Япония) с цифровой цветной камерой 
CCD 5 МПикс («DeltaPix», Дания), анализ результа-
тов проводили с использованием программного 
обеспечения DeltaPix InSight.

После окончания экспериментальных воздей-
ствий клетки фиксировали 95%-ным этанолом 
(5  мин) и прокрашивали ядра миобластов рас-
твором Романовского–Гимзе при комнатной тем-
пературе в течение 20–25 мин. Затем удаляли кра-
ситель, промывали клетки фосфатным буфером 
(«ПанЭко») и микроскопировали.

Для количественной оценки процесса мио-
генной дифференцировки рассчитывали индекс 
миогенеза  (IM)  – долю ядер, находящихся в мио-
трубках, содержащих два или более ядер по отно-
шению к общему количеству ядер. Для анализа 
выбирали пять полей зрения в лунке 6-луноч-
ного планшета, площадь одной лунки планшета 
составляла 9,6  см2  (n  =  3) при увеличении  200×. 
Общее количество проанализированных ядер 
составляло 90–120 на поле зрения. Расчеты про-
водили по формуле (1):

IM = 
A − B
C − 1  × 100,	 (1)
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где IМ  – индекс миогенеза, А  – количество ядер в 
многоядерных клеточных структурах, В – количе-
ство многоядерных клеточных структур, С – коли-
чество ядер в поле зрения  [18,  19].

Вестерн-блот. После окончания эксперимен-
тов клетки лизировали NP40  Cell Lysis Buffer 
Thermo («Thermo Fisher Scientific», США) с инги-
биторами протеаз («Sigma-Aldrich») в течение 
30  мин при 4  °C и постоянном перемешивании 
из расчета 107  клеток на  100  мкл  буфера.

Концентрации белка в пробах анализировали 
методом Бредфорда, используя Pierce Coomassie 
Plus (Bradford) Assay Kit («Thermo Fisher»)  [20].

Белки (20  мкг/образец) разделяли с помощью 
электрофореза в полиакриламидном геле, приго-
товленном с использованием 10%  TGX Stain-Free 
FastCast Acrylamide Kit («Bio-Rad», США), и пере-
носили на нитроцеллюлозные мембраны с помо-
щью системы полусухого переноса (Transblot; «Bio-
Rad»). Затем мембраны блокировали в течение 
1  ч с помощью TBS  1% Casein Blocker («Bio-Rad») 
с добавлением 0,1%  Tween  20 («Sigma-Aldrich»). 
Далее, инкубировали в течение ночи при 4  °C с 
первичными антителами в разведении 1  :  200: 
sc-53092, MYH1/2/3 (N3.36), мышиное монокло-
нальное антитело («Santa Cruz Biotechnology,  Inc», 
США); sc-53142, MyoD (G-1), мышиное монокло-
нальное антитело («Santa Cruz Biotechnology, Inc»);  
sc-12732, миогенин  (F5D), мышиное моноклональ-
ное антитело («Santa Cruz Biotechnology,  Inc»); 
A08485, SUCNR1, кроличье поликлональное анти-
тело («Boster Bio», Китай). Мембраны промывали  
TBST и затем инкубировали со вторичными анти-
телами в разведении 1  :  4000 в течение 1  ч при 
комнатной температуре: кроличьи анти-мыши-
ные IgG  (H  +  L), HRP («Invitrogen», США); козьи 
анти-кроличьи IgG (H  +  L), HRP  («Invitrogen»).

Содержание изучаемых белков оценивали 
относительно уровня белка домашнего хозяй-
ства GAPDH (первичные мышиные моноклональ-
ные антитела: GAPDH Loading Control Monoclonal 
Antibody (GA1R), DyLight  68 («Invitrogen»); вторич-
ные антитела: кроличьи антитела Rabbit-anti-
Mouse IgG (H  +  L), HRP  («Invitrogen»)).

Хемилюминесценцию регистрировали с по-
мощью ChemiDocXRS+ («Bio-Rad»). Интенсивность 
полученных полос анализировали денситометри-
чески с использованием программного обеспече-
ния ImageLab  («Bio-Rad»).

Анализ концентрации сукцината в лизате 
клеток. Концентрации сукцината в клеточном 
лизате анализировали с помощью ВЭЖХ-МС/МС 
(жидкостной хроматограф Ultimate  3000 и трой-
ной квадрупольный масс-спектрометр TSQ  Fortis 
(«Thermo Fisher Scientific»)). Белки осаждали 
добавлением к образцу метанола в соотноше- 
нии  1/1.

Хроматографическое разделение проводили 
на колонке С18  UCT Selectra (C18  4,6  мм  ×  100  мм; 
5  мкм; 100  Å) с предколонкой Selectra  C18 Guard 
Cartridges SLC-418 18GDC46-5UM; температура раз-
деления  – 40  °С, скорость потока  – 0,5  мл/мин 
с использованием 0,1%-ного раствора муравьиной 
кислоты в качестве подвижной фазы  А и метано-
ла в качестве подвижной фазы  Б. Программа гра-
диента подвижной фазы  (A/Б) была следующей: 
0,0  мин  – 90%/10%; 0,01  мин  – 70%/30%; 3,5  мин  – 
50%/50%; 5  мин  – 10%/90%; 7,5  мин  – 90%/10%. 
Объем вводимой пробы – 10  мкл; время анализа – 
7,5  мин. В  данных условиях время удерживания 
сукцината составило  3,76–3,82  мин.

Ионизацию молекул сукцината проводили 
в негативном (отрицательном) режиме электро-
спрея при атмосферном давлении и напряже-
нии 2500  В. Для количественного анализа исполь-
зовали оптимизированный режим мониторинга 
селективных реакций (SRM) со следующими пара-
метрами: 117  m/z  →  98,7  m/z, энергия столкнове-
ния  – 10  В, напряжение линз  – 25  В; 117  m/z  →  
→  73,11  m/z (использовался для количественного 
анализа), энергия столкновения  –  10  В.

Анализ концентрации инозитолмонофос
фата в лизате клеток. Концентрацию инозитол
монофосфата в клеточном лизате также анализи-
ровали с помощью ВЭЖХ-МС/МС. Белки осаждали  
добавлением к образцу ацетонитрила в соотноше-
нии  1/1. Хроматографическое разделение проводи-
ли на колонке С18 UCT Selectra (C18 4,6  мм  ×  100  мм; 
5  мкм; 100  Å) с предколонкой Selectra  C18 Guard 
Cartridges SLC-418 18GDC46-5UM с использованием 
раствора 10  мМ формиата аммония в качестве по-
движной фазы  А и метанола в качестве подвиж-
ной фазы  Б. Программа градиента подвижной 
фазы  (A/Б) была следующей: 0,0  мин  – 80%/20%; 
2,5  мин  – 30%/70%; 2,5  мин  – 80%/20%. Объем вво-
димой пробы  – 30  мкл; время анализа  – 8  мин. 
В  данных условиях время удерживания инозитол-
монофосфата составило  2,2–2,23  мин.

Ионизацию молекул инозитолмонофосфата 
проводили в негативном (отрицательном) режи-
ме электроспрея при атмосферном давлении и 
напряжении 3000  В. Для количественного анализа 
использовали оптимизированный режим монито-
ринга селективных реакций  (SRM) со следующи-
ми параметрами: 259  m/z  →  79  m/z (использовался  
для количественного анализа), энергия столк-
новения 20  В; 259  m/z  →  97,1  m/z, энергия столк-
новения  20  В.

Анализ данных. Статистический анализ по-
лученных данных проводился с использованием 
GraphPad Prism версия  8.1.2. Данные представле-
ны как среднее арифметическое  (М)  ±  стандарт-
ное отклонение  (SD). Статистическую значимость 
различий при сравнении более чем двух групп 
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Таблица  1. Значения индекса миогенеза (М  ±  SD,  %) клеток линии С2С12 под действием янтарной кислоты 
(10, 100, 1000  мкМ), коклюшного токсина (Pertussis toxin (РТ), 100  нг/мл) и их сочетанного применения  
на 1-, 4-, 7-й дни дифференцировки

Экспериментальная серия
Индекс миогенеза, %

1-й день  
дифференцировки

4-й день  
дифференцировки

7-й день  
дифференцировки

Дифференцировочная среда 15,4 ± 5,2 44,3 ± 13,8 77,2 ± 4,4

Коклюшный токсин  (РТ), 100  нг/мл 13,2  ±  4,1 16,3  ±  3,9* 23,2  ±  5,6*

Янтарная кислота, 10  мкМ 57,9  ±  4,4* 60,3  ± 5,6* 87,8  ±  4,4*

Янтарная кислота, 100  мкМ 77,5  ±  2,4* 85,4  ±  1,7* 92,6  ±  5,9*

Янтарная кислота, 1000  мкМ 81,9  ±  2,9* 74,8  ±  2,9* 89,6 ±  3,8*

Янтарная кислота, 10  мкМ  +  РТ 23,2  ±  2,9^ 54,5  ±  7,0 40,3  ±  2,4*,^

Янтарная кислота, 100  мкМ  +  РТ 47,4  ±  5,3*,# 64,5  ±  5,2*,# 65,5 ± 5,2*,#

Янтарная кислота, 1000  мкМ  +  РТ 51,1  ±  5,0*,° 73,0  ±  5,4* 71,4 ± 8,3*

Примечание. *p  ≤  0,05  – относительно соответствующего дня дифференцировки; ^  p  ≤  0,05  – относительно 
группы янтарная кислота 10  мкМ; #  p  ≤  0,05  – относительно группы янтарная кислота 100  мкМ; °  p  ≤  0,05  – 
относительно группы янтарная кислота  1000  мкМ.

оценивали с помощью однофакторного диспер-
сионного анализа  (ANOVA) с последующим те-
стом  Тьюки. Для сравнения двух групп исполь-
зовали t-критерий Стьюдента. Значения p  <  0,05 
считали статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Миогенная дифференцировка С2С12. Недиф-
ференцированные миобласты представляли собой 
плоские, веретенообразные или звездчатые клет-
ки, которые диффузно располагались по лунке и 
были строго мононуклеарными. Через 24 ч (1 день 
дифференцировки) после удаления бычьей сыво-
ротки запускался процесс дифференцировки мио-
бластов, происходило их удлинение и утолщение. 
К  четвертому дню дифференцировки после заме-
ны бычьей сыворотки на лошадиную отмечалось 
появление мышечных трубочек, содержащих бо-
лее двух ядер. Феномен прогрессивно нарастал и 
достигал максимального уровня к седьмому дню 
дифференцировки (рис. 1). Фиксировалось образо-
вание длинных многоядерных мышечных трубо-
чек. Индекс миогенеза постепенно увеличивался 
и достигал максимального значения (77,2  ±  4,4%) 
к седьмому дню  (табл.  1).

Относительное количество MyoD увеличива-
лось после замены питательной среды на диффе-
ренцировочную, достигая максимального уровня 
на 4-й день дифференцировки, а затем посте-
пенно снижалось к седьмому дню, но все равно 

превышало показатели контроля  (рис. 2, а). Отно-
сительное количество белка миогенина  (MyoG)  – 
регуляторного белка миогенеза, необходимого 
для терминальной дифференцировки миобла-
стов  (рис.  2,  б), и тяжелых цепей миозина  (MYH) 
значительно повышалось в клетках на 7-й день 
дифференцировки и не менялось на 1-й и 4-й дни 
по сравнению со значениями до дифференциров-
ки  (рис.  2,  в).

Методом Вестерн-блот нами было доказано 
наличие сукцинатных рецепторов в клетках ли-
нии С2С12. При этом в ходе миогенной дифферен-
цировки относительное количество рецепторов 
прогрессивно уменьшалось  (1–7  дни; рис.  2,  г). 
В исследовании Wang et al.  [8] было показано, что 
при мышечной нагрузке в икроножных мышцах 
мышей увеличивается количество сукцинатных 
рецепторов. Полученные результаты позволяют 
предположить, что SUCNR1, скорее всего, важен 
в процессе миогенеза, при завершении миогене-
за его количество снижается. С  этим может быть 
связан и тот факт, что SUCNR1 не обнаружены у 
взрослых людей (возраст 55  ±  7  лет)  [9].

Таким образом, в настоящем исследовании 
подтвержден запуск процесса миогенеза при заме-
не питательной среды на дифференцировочную и 
доказано наличие SUCNR1 в клетках С2С12, что, 
в свою очередь, дает возможность предположить 
участие янтарной кислоты в данном процессе.

Влияние янтарной кислоты на миогенную 
дифференцировку С2С12. Добавление в диффе-
ренцировочную среду янтарной кислоты в кон-
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Рис. 1. Клетки С2С12 до дифференцировки и на разных стадиях дифференцировки. Фазово-контрастная мик-
роскопия; 200×. Окрашивание ядер по Романовскому–Гимзе; L  – длина миобластов; B  – ширина миобластов
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Рис. 2. Результаты вестерн-блот-анализа относительного количества MyoD  (а), MyoG  (б), MYH  (в), SUCNR1  (г) 
в зависимости от дня дифференцировки клеток С2С12. *  р  <  0,05  – по сравнению с контролем (до диффе-
ренцировки); ^  р  <  0,05  – по сравнению с первым днем дифференцировки; ˅  р  <  0,05  – по сравнению с чет-
вертым днем дифференцировки

Рис. 3. Результаты вестерн-блот-анализа относительного количества MyoD и SUCNR1 на 1-й (а) и 4-й (б) дни 
дифференцировки; MYH, MyoG, SUCNR1  – на 7-й день дифференцировки (в) при воздействии янтарной кис-
лоты в концентрациях 10, 100, 1000  мкМ на клетки С2С12. *р  <  0,05  – по сравнению со значениями соответ-
ствующего дня дифференцировки без добавления янтарной кислоты
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центрациях 10, 100 и  1000  мкМ вызывало уско-
рение миогенной дифференцировки С2С12. Это 
проявлялось в увеличении индекса миогенеза на 
1-й, 4-й и 7-й дни по сравнению с показателями 
клеток в дифференцировочной среде без добавле-
ния сукцината (табл. 1).

На 1-й и 4-й дни дифференцировки при воз-
действии янтарной кислоты в концентрациях 10, 
100,  1000  мкМ увеличивалось относительное ко-
личество MyoD  (рис.  3,  а  и  б), а на 7-й день воз-
растал уровень MyoG и MYH по сравнению со 
значениями на соответствующий день дифферен-
цировки без добавления тестируемого вещества   
(рис.  3,  в).

Стоит отметить, что максимальный прирост 
индекса миогенеза происходил на 1-й день диф-
ференцировки, а увеличение MyoD и MyoG  – на 
4-й и 7-й день соответственно, то есть усиление 
индекса миогенеза несколько опережало актива-
цию транскрипционных факторов.

Относительное количество сукцинатных ре-
цепторов снижалось во все сроки эксперимен-
та  (1-й, 4-й и 7-й день) и при всех концентрациях 
янтарной кислоты  (10–1000  мкМ) по сравнению с 
уровнем клеток без добавления вещества (рис. 3).

Таким образом, янтарная кислота во всех 
протестированных концентрациях ускоряет мио-
генную дифференцировку  С2С12, что связано со 
снижением уровня SUCNR1. С другой стороны, по-
нижение уровня рецептора может служить отве-
том на его стимуляцию лигандом. При активации 
рецепторов, связанных с G-белком, их лиганды 
также инициируют процессы десенсибилизации  – 
адаптивный ответ, используемый клетками для 
остановки передачи сигналов G-белками, таким 
образом предотвращая потенциально вредные 
эффекты, которые могут возникнуть в результате 
персистенции cтимуляции  [21].

Полученные результаты также согласуются с 
данными других авторов. Например, на мышах 
C57BL/6J было показано, что добавление в пище-
вой рацион животных 0,5% или 1%  натриевой 
соли янтарной кислоты повышает выносливость 
к физическим нагрузкам, экспрессию тяжелой 
цепи I миозина, активность аэробных ферментов, 
потребление кислорода и биогенез митохондрий 
в скелетных мышцах  [8].

Влияние янтарной кислоты на концентрацию  
внутриклеточного сукцината в процессе мио-
генной дифференцировки С2С12. При изучении 
концентрации сукцината в клетках  С2С12 в про-
цессе миогенной дифференцировки было пока-
зано, что его содержание постепенно снижалось, 
достигая минимальных значений к седьмому 
дню  (рис.  4,  а).

Сукцинат является субстратом цикла Кребса 
и поставщиком FADН2 для дыхательной цепи 

митохондрий  [22], поэтому можно было предпо-
ложить, что выявленный эффект стимуляции 
миогенеза связан с его участием в метаболиче-
ских процессах как субстрата. Однако нами было 
показано, что добавление янтарной кислоты в 
дифференцировочную среду во всех тестируемых 
концентрациях (10, 100 и  1000  мкМ) не только 
не приводило к увеличению концентрации сук-
цината в клетках линии С2С12 в процессе диф-
ференцировки, но даже, наоборот, ускоряло про-
цесс снижения. При этом достоверных различий 
между показателями клеток, инкубировавшихся 
с разными концентрациями янтарной кислоты, 
получено не было, что свидетельствует о том, 
что влияние янтарной кислоты на уровень сук-
цината не было дозозависимым. При этом стоит 

Рис. 4. Концентрация сукцината в клетках С2С12 в 
процессе их миогенной дифференцировки при вне-
сении в питательную среду янтарной кислоты в 
концентрациях 10  (а), 100  (б) и 1000  (в) мкМ (метод 
детекции  – ВЭЖХ-МС/МС). *  р  <  0,05; **  p  <  0,01  – ста-
тистически значимые различия между группами
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Рис. 5. Результаты вестерн-блот-анализа относительного количества MyoD и SUCNR1 на 1-й (а) и 4-й (б) дни 
дифференцировки; MYH, MyoG, SUCNR1  – на 7-й день дифференцировки (в) при воздействии янтарной кис-
лоты в концентрациях 10, 100, 1000  мкМ, коклюшного токсина (Pertussis toxin  (РТ), 100  нг/мл) и их сочетан-
ного применения на клетки С2С12. *  р  <  0,05  – по сравнению со значениями соответствующего дня диффе-
ренцировки без добавления янтарной кислоты

отметить, что концентрацию сукцината оценива-
ли через 24  ч после внесения янтарной кислоты 
в питательную среду  (рис.  4).

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что сукцинат, видимо, быстро метаболизиру-
ется и эффект стимуляции миогенеза реализуется 
не через влияние на метаболизм клеток и дыха-
тельную цепь. Таким образом, янтарная кислота 
принимает участие в процессе дифференцировки 
миобластов не как энергетический субстрат, а как 
сигнальная молекула.

Влияние коклюшного токсина на миоген-
ную дифференцировку С2С12 под действием 
янтарной кислоты. Предполагается, что SUCNR1 
может реализовывать свои эффекты через белки 
Gαi, βγ и  Gαq  [11,  12]. Для оценки роли сигналь-

ного пути SUCNR1–Gαi в стимуляции миогенеза 
под действием янтарной кислоты применяли спе-
цифический ингибитор Gαi-белка  – коклюшный 
токсин. Коклюшный токсин катализирует ADP-
рибозилирование по остаткам цистеина (Cys351) 
на С-конце специфических α-субъединиц тример-
ных G-белков семейства Gi/o (Gi/Go) [23]. Показано, 
что коклюшный токсин может подавлять основ-
ные эффекты  SUCNR1  [17].

Добавление коклюшного токсина в диффе-
ренцировочную среду приводило к практически 
полной остановке процессов миогенной диффе-
ренцировки. Индекс миогенеза на 4-й и 7-й дни 
дифференцировки был существенно ниже значе-
ний серии с применением изолированной диффе-
ренцировочной среды  (табл. 1).
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При добавлении коклюшного токсина к диф-
ференцировочной среде, содержащей янтарную 
кислоту, на протяжении всех сроков эксперимен-
та токсин подавлял миогенную дифференцировку, 
ускоренную сукцинатом, о чем свидетельствует 
достоверное снижение индекса миогенеза на 1-й, 
4-й и 7-й дни  (табл. 1).

Также на 1-й день дифференцировки при-
менение коклюшного токсина препятствовало 
изменению уровня MyoD под действием янтар-
ной кислоты, данный показатель достоверно не 
отличался от значений клеток, культивируемых 
в обычной дифференцировочной среде (без янтар-
ной кислоты;  рис.  5,  а).

На 4-й день дифференцировки при воздей-
ствии коклюшного токсина в сочетании с сукци
натом в концентрации 10  мкМ уровень MyoD 
возрастал относительно четвертого дня диффе-
ренцировки, а в остальных концентрациях досто-
верно не  изменялся  (рис.  5,  б).

На 7-й день дифференцировки коклюшный 
токсин нивелировал все изменения, вызванные 
добавлением янтарной кислоты в питательную 
среду: относительное количество MyoG и MYH 
достоверно от значений клеток на 7-й день диф-
ференцировки без добавления янтарной кислоты 
не  отличалось  (рис.  5,  в).

Уровень SUCNR1 при воздействии янтарной 
кислоты в присутствии коклюшного токсина ста-
тистически значимо не отличался от показателей 
клеток без ее воздействия (дифференцировочной 
среды). Известно, что коклюшный токсин может 
предотвращать интернализацию G-белка, связан-
ного с рецептором при воздействии лиганда  [24].

Дополнительно в рамках исследования было 
оценено влияние коклюшного токсина на концен-
трацию инозитолмонофосфата в клетках С2С12 
при стимуляции миогенной дифференцировки 
янтарной кислотой, поскольку показано, что ак-
тивациях SUCNR1 сопровождается повышением 
его концентрации  [11].

Добавление дифференцировочной питатель-
ной среды, содержащей янтарную кислоту, на 1-й 
день стимуляции миогенной дифференцировки 
приводило к постепенному нарастанию уровня 
инозитолмонофосфата в клетках С2С12, который 
достигал максимального значения к 30-й мин экс-
перимента.

Добавление коклюшного токсина в дифферен-
цировочную среду вместе с янтарной кислотой 
препятствовало нарастанию уровня инозитол-
монофосфата. Его концентрация достоверно не от
личалась от показателей клеток при добавлении 
дифференцировочной питательной среды без вне-
сения янтарной кислоты  (рис.  6).

В совокупности полученные результаты свиде-
тельствуют о том, что янтарная кислота стимули-

рует миогенную дифференцировку С2С12, действуя 
через SUCNR1–Gαi, а не через SUCNR1–Gαq  (рис.  7).

Сделанные выводы согласуются с классиче-
скими представлениями о регуляции миогенеза. 
Известно, что повышенный внутриклеточный 
уровень cAMP может ингибировать экспрессию 
специфичных генов, инициирующих миогенную 
дифференцировку, тогда как снижение cAMP мо-
жет их активировать и запускать миогенез  [25], 
например, за счет дефосфорилирования MyoD 
по  остатку  Ser200  [26].

Рис. 6. Концентрация инозитолмонофосфата в клет-
ках С2С12 в процессе их миогенной дифференци-
ровки при внесении в питательную среду янтарной 
кислоты в концентрациях 10, 100 и 1000 мкМ (метод 
детекции  – ВЭЖХ-МС/МС). *  p  <  0,01  – статистически 
значимые различия с показателями клеток до внесе-
ния сукцината, #  p  <  0,01  – статистически значимые 
различия с показателями при добавлении янтарной 
кислоты  (100  мкМ)  +  коклюшный токсин  (100  нг/мл)

Рис. 7. Предполагаемый механизм действия янтар-
ной кислоты на процесс миогенной дифференциров-
ки клеток С2С12. АЦ – аденилатциклаза; ФЛС – фосфо-
липаза С; ФИФ2 – фосфатидилинозитол-1,5-дифосфат; 
ДАГ  – диацилглицерол; ИФ3  – инозитол-3-фосфат. 
Механизма действия через белок  Gαi обозначен по-
лужирной стрелкой; механизм действия через белок 
Gγβ  – тонкой стрелкой; механизм действия через 
Ca2+-зависимые белки  – пунктирной стрелкой
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Рис. 8. Клетки С2С12 до дифференцировки  (а) и при 
стимуляции миогенеза добавлением 100  мкМ сук-
цината  (б). Фазово-контрастная микроскопия; 200×. 
Окрашивание ядер по Романовскому–Гимзе; L  – дли-
на миобластов, B  – ширина миобластов

Выявленное в нашем исследовании опереже-
ние нарастания индекса миогенеза, по сравнению 
с нарастанием уровня  MyoD, может быть связано 
именно с накоплением активной дефосфорилиро-
ванной формы данного транскрипционного фак-
тора под действием янтарной кислоты, а не с уве-
личением его общего количества.

Возможность стимуляции миогенной диф-
ференцировки С2С12 янтарной кислотой без 
внесения дифференцировочной питательной 
среды. На  завершающем этапе исследования 
нами была проверена гипотеза о возможности за-
пуска миогенной дифференцировки клеток С2С12 
при добавлении янтарной кислоты в культураль-

ную питательную среду, содержащую 10% феталь-
ной бычьей сыворотки, без замены ее на диф-
ференцировочную (содержащую 2%  лошадиной 
сыворотки).

В ходе исследования было установлено, что 
янтарная кислота самостоятельно запускала про-
цесс миогенной дифференцировки, о чем свиде-
тельствовали морфологические изменения кле-
ток. Индекс миогенеза увеличивался уже с первого 
дня дифференцировки и достигал максимального 
значения к седьмому дню  – 42,1  ±  3,0%  (рис.  8).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в настоящем исследовании на 
клетках миобластов С2С12 было установлено, что 
янтарная кислота запускает и ускоряет процесс 
миогенной дифференцировки, действуя через 
SUCNR1–Gαi.
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THE MECHANISM OF STIMULATION OF MYOGENESIS  
UNDER THE ACTION OF SUCCINIC ACID THROUGH  

THE SUCCINATE RECEPTOR SUCNR1

Y. V. Abalenikhina*, M. O. Isayeva, P. Yu. Mylnikov, A. V. Shchulkin,  
and E. N. Yakusheva

Ryazan State Medical University, 390026 Ryazan, Russia; e-mail: abalenihina88@mail.ru

In a study on cells of the C2C12 line, the effect of succinic acid on the processes of myogenesis was 
studied. In the concentration range of 10-1000 microns, succinic acid stimulated the process of myo-
genic differentiation, increasing the number of myogenesis factors MyoD (at all stages of myogenesis) 
and myogenin (at the stage of terminal differentiation). The Western blot method revealed specific 
succinate receptors SUCNR1 in C2C12 cells, the level of which decreased during myogenesis. When 
succinic acid was added to cells, the level of intracellular succinate did not change significantly and 
decreased during myogenic differentiation. Using a specific Gai protein inhibitor, pertussis toxin, it was 
found that stimulation of myogenesis of C2C12 under the action of succinic acid is realized through  
SUCNR1–Gai.

Keywords: myogenesis, succinic acid, SUCNR1, inositol monophosphate, pertussis toxin
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Одним из подходов терапии возрастных заболеваний является воздействие на метаболизм кле-
ток организма путём применения определённых диет или их фармакологических миметиков. 
Кетогенная диета значительно влияет на энергетический метаболизм клеток и функциониро-
вание митохондрий, в связи с чем активно исследуется при различных возрастных патологиях.  
В данной работе мы оценили влияние миметика кетогенной диеты бета-гидроксибутирата (БГБ) 
на экспрессию генов белков, регулирующих биогенез митохондрий (Ppargc1a, Nrf1, Tfam), контроль  
качества (Sqstm1), работу антиоксидантной системы (Nfe2l2, Gpx1, Gpx3, Srxn1, Txnrd2, Slc6a9, 
Slc7a11), а также воспалительный ответ (Il1b, Tnf, Ptgs2, Gfap) в мозге, лёгких, сердце, печени, 
почках и мышцах молодых и старых крыс. Кроме того, мы проанализировали количество копий 
митохондриальной ДНК (мтДНК), проанализировали накопление повреждений мтДНК, а также 
уровень окислительного стресса по концентрации соединений, реагирующих с тиобарбитуровой 
кислотой (ТБКРС) и восстановленного глутатиона. Мы показали, что в ряде органов старение 
нарушает биогенез митохондрий и функционирование антиоксидантной системы клеток, что 
сопровождалось повышенным окислительным стрессом и воспалением. Введение БГБ в тече-
ние 2 недель по-разному влияло на органы молодых и старых крыс. В частности, БГБ повышал 
экспрессию генов белков, связанных с биогенезом митохондрий и антиоксидантной системой, 
особенно в ткани печени и мышц молодых, но не старых животных. В то же время в почках 
старых крыс БГБ способствовал снижению количества ТБКРС. Таким образом, наше исследова-
ние показало, что экзогенное введение кетоновых тел может существенным образом влиять 
на экспрессию генов в органах молодых крыс, способствуя усилению биогенеза митохондрий 
и улучшению работы антиоксидантной системы, а также частично снижая уровень окислитель-
ного стресса. Однако у старых животных эти изменения были выражены значительно слабее.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: старение, бета-гидроксибутират, кетогенная диета, митохондрии, митохон-
дриальная ДНК, окислительный стресс.

DOI: 10.31857/S0320972524070113 EDN: WMHYEE

Принятые сокращения: АФК  – активные формы кислорода; БГБ  – бета-гидроксибутират; ТБКРС  – соедине-
ния, реагирующие с тиобарбитуровой кислотой.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Старение  – это процесс, ассоциированный 
с накоплением различных повреждений, кото-
рые приводят к дисфункции клеток и тканей. 

Считается, что нарушение работы органов при 
старении может быть связано с дисрегуляцией 
процессов, контролирующих метаболизм пита-
тельных веществ и функционирование мито-
хондрий  [1]. Митохондрии являются основной 
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клеточной системой, ответственной за поддержа-
ние энергетического гомеостаза клетки. Основ-
ной их функцией является производство ATP, но 
митохондрии также вовлечены в другие клеточ-
ные процессы, такие как регуляция метаболизма 
кальция и редокс-статуса клетки, синтез метабо-
лических интермедиатов, генерация активных 
форм кислорода (АФК) и регуляция апоптоза. Всё 
это позволяет рассматривать митохондриаль-
ные дисфункции как одно из основных звеньев 
в патогенезе широкого спектра заболеваний  [2]. 
За счёт избыточного образования АФК или исто-
щения митохондриальных антиоксидантов  [3] с 
возрастом могут накапливаться повреждения и 
мутации митохондриальной ДНК (мтДНК), что 
ухудшает функционирование дыхательной цепи 
митохондрий и приводит к дальнейшему увели-
чению выработки АФК и повреждению компонен-
тов клетки  [4].

Важным фактором, влияющим на метаболизм 
и нормализацию функций митохондрий, являет-
ся диета. Сейчас в исследованиях и клинической 
практике используется множество диет, влияю-
щих на разные аспекты метаболизма, однако в 
последнее время всё большую популярность на-
бирает кетогенная диета – низкоуглеводная диета 
с высоким содержанием жиров и умеренным со-
держанием белков [5]. Данная диета вызывает об-
разование в печени специфических соединений – 
кетоновых тел, например, β-гидроксибутирата 
(БГБ), которые эффективны при профилактике и 
лечении определённых заболеваний, таких как 
эпилепсия  [6], а также болезнь Альцгеймера  [7], 
болезнь Паркинсона  [8], сердечно-сосудистые за-
болевания  [9] и инсульт  [10].

Ранее считалось, что во многих тканях ми-
тохондрии используют БГБ в качестве альтерна-
тивного субстрата для получения ATP, что значи-
тельно улучшает энергетическую обеспеченность 
ткани, в то время как сейчас всё большее распро-
странение приобретает взгляд на БГБ не как на 
метаболический интермедиат, а как на важный 
регулятор физиологических процессов  [11] через 
сигнальные механизмы. В частности, БГБ спосо-
бен существенно улучшать митохондриальные 
функции, снижать уровень митохондриально-
го  Ca2+, продукцию АФК, активацию митохондри-
альной поры (mPTP), что способствует снижению 
воспалительных процессов  [12].

В значительно меньшей степени изучены эф-
фекты БГБ как модулятора транскрипции, особен-
но у животных разных возрастов, хотя известно, 
что он может влиять на уровень ацетилирования 
гистонов  [13], а, следовательно, и на уровень экс-
прессии генов. Также БГБ может вносить свой 
вклад в изменение активности сигнальных пу-
тей Nrf2/ARE  [14], PGC-1α, FoxO1  [15] и NF-κB  [16]. 

Данные сигнальные пути в значительной степени 
связаны с регуляцией митохондриальных процес-
сов, и некоторые из них рассматриваются как пер-
спективные мишени для геропротекции  [17,  18].

Целью данной работы был анализ влияния 
инъекций БГБ в течение 2  недель на экспрессию 
генов белков, ассоциированных с биогенезом ми-
тохондрий, контролем качества, антиоксидантной 
системой, а также воспалением в ключевых орга-
нах, таких как мозг, лёгкие, сердце, печень, поч-
ки, мышцы. Помимо этого, было изучено измене-
ние количества мтДНК в клетках разных органов 
молодых и старых крыс, а также количества мас-
штабных делеций и повреждений мтДНК, то есть 
исследовано влияние БГБ на целостность струк-
туры митохондриального генома. Была также про-
анализирована интенсивность окислительного 
стресса в различных тканях, влияние на данный 
процесс старения и терапии БГБ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Модельный объект и дизайн эксперимента. 
Эксперименты проводили на молодых (n  =  12, воз-
раст 3–4  месяца, вес 300–400  г) и старых (n  =  15, 
возраст 27  месяцев, вес 600–800  г) самцах крыс 
линии Wistar. Протоколы работы с животными 
были рассмотрены и одобрены этическим ко
митетом НИИ  ФХБ имени А.Н.  Белозерского  МГУ 
имени М.В.  Ломоносова (протокол № 006-1/1/2024). 
Все манипуляции с животными проводились в 
соответствии с руководствами ARRIVE. Группы 
молодых и старых животных случайным обра-
зом разделили на 2 подгруппы, одна из которых в 
течение 14  дней получала подкожную инъекцию 
БГБ в дозе 200  мг/кг, а другая  – подкожную инъ-
екцию эквивалентного объёма физиологического 
раствора. На  14  сутки введения БГБ у крыс соби-
рали образцы органов (мозг, лёгкие, сердце, пе-
чень, почки, мышцы) для дальнейшего анализа. 
Последнюю инъекцию БГБ проводили за 1  ч до 
замораживания органов в жидком азоте.

Оценка уровня экспрессии генов. Выделение 
РНК осуществляли с помощью реагента ExtractRNA 
(«Евроген», Россия). Для обратной транскрипции 
использовали набор РЕВЕРТА-L («АмплиСенс», 
Россия). Количественный ПЦР-анализ проводился 
на термоциклере CFX96TM Real-Time System («Bio-
Rad», США) с использованием набора qPCRmix-HS 
SYBR. Нормализованный уровень экспрессии рас-
считывался по формуле  2(−ΔΔCq). Результаты экс-
прессии генов представлены в виде тепловых 
карт, которые были получены при помощи стан-
дартного ПО Bio-Rad CFX Manager (версия  2.1). 
Для генов, где были обнаружены статистически 
значимые изменения в экспрессии, результаты 
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Таблица 1. Последовательности праймеров для оценки уровня экспрессии генов у крыс

Название гена Прямая последовательность Обратная последовательность

Gapdh GGCTCCCTAGGCCCCTCCTG TCCCAACTCGGCCCCCAACA

Gfap CGAAGAAAACCGCATCACCA CCGCATCTCCACCGTCTTTA

Gpx1 AGTCCACCGTGTATGCCTTCT GAGACGCGACATTCTCAATGA

Gpx3 CCATTCGGCCTGGTCATTCT CCCGGTCGAACGTACTTGAG

Il1b GGCTTCCTTGTGCAAGTGTCT TCTGGACAGCCCAAGTCAAG

Nfe2l2 CACATCCAGACAGACACCAGT CTACAAATGGGAATGTCTCTGC

Nrf1 TTACTCTGCTGTGGCTGATGG CCTCTGATGCTTGCGTCGTCT

Ppargc1a GCACCAGAAAACAGCTCCAA TTGCCATCCCGTAGTTCACT

Ptgs2 CTCTGCGATGCTCTTCCGAG TCTTGTCAGAAACTCAGGCGTA

Slc6a9 AAGGGATGYTGAATGGTGCT TAGCCCACGCTCGTCAGTA

Slc7a11 CTGGGCAKGAGAAGGTRGTTC CCCTTGGGGGAGATGAAGATG

Sqstm1 TCCCTGTCAAGCAGTATCC TCCTCCTTGGCTTTGTCTC

Srxn1 CCARGGYGGYGACTACTACTA AAGGGTYGACCTCACGAGCTT

Tfam ATCAAGACTGTGCGTGCATC AGAACTTCACAAACCCGCAC

Tnf ATGGGCTCCCTCTCATCAGT GCTTGGTGGTTTGCTACGAC

Txnrd2 GATCTCTTGGTGATCGGTGGG CGGGGAGAGGGTTCCACATA

дополнительно представлены в виде гистограмм. 
В качестве референса использовался ген Gapdh. 
Последовательности праймеров исследуемых ге-
нов представлены в табл.  1.

Измерение количества копий мтДНК. Отно-
сительное количество копий мтДНК оценивалось 
с помощью ПЦР в реальном времени. Для реак-
ции использовалась смесь 5X qPCRmix-HS SYBR 
(«Евроген»). Для амплификации мтДНК крыс 
использовали следующую пару праймеров: пря-
мой: 5′-CTCAAAGGACTTGGCGGTACT-3′; обратный: 
5′-GCTGAATTAGCGAGAAGGGGT-3′. Амплификация 
участка ядерной ДНК, относительно которого 
проводилась нормализация, проводилась с ис-
пользованием следующих праймеров: прямой: 
5′-GGCTCCCTAGGCCCCTCCTG-3′; обратный: 5′-TCC
CAACTCGGCCCCCAACA-3′. Условия реакции: общая 
денатурация при 95  °С  – 3  мин, далее 35  циклов: 
денатурация при 95  °С  – 10  с, отжиг праймеров 
при 59  °С  – 30  с, элонгация при 72  °С  – 30  с. Рас-
чёт относительного количества копий мтДНК 
проводился с помощью стандартного ПО Bio-Rad 
CFX Manager (версия  2.1) на основе стандартной 
формулы 2(−ΔΔCq).

Оценка количества масштабных делеций 
мтДНК. Выделение тотальной ДНК из различных 
тканей крыс проводили с помощью коммерческо-

го набора ПРОБА-ГС («ДНК-технология», Россия), 
согласно протоколу. Относительное количество 
масштабных делеций мтДНК крыс (ΔмтДНК4834) 
определяли с помощью метода ПЦР в реальном 
времени с использованием TaqMan-зондов по 
протоколу, описанному Loshchenova et  al.  [19]. 
Количество ΔмтДНК4834 (участка, образующегося 
в результате смыкания последовательностей, 
фланкирующих делетируемый участок мтДНК) 
нормировалось на общее количество мтДНК. 
Для  нормализации количества делеций на коли-
чество копий мтДНК амплифицировали участок 
D-петли. Амплификация проводилась с использо-
ванием смеси 5X qPCRmix-HS («Евроген»). Условия 
реакции: общая денатурация при 95  °С  – 3  мин, 
далее 35  циклов: денатурация при 95  °С  – 10  с, 
отжиг праймеров при 64  °С  – 15  с, элонгация при 
72  °С  – 20  с.

Оценка количества повреждений мтДНК. 
Количество повреждений мтДНК оценивали с 
помощью ПЦР длинных фрагментов с использо-
ванием Encyclo-полимеразы («Евроген»). Прото-
кол и панели праймеров для мтДНК крысы были 
разработаны и оптимизированы нами ранее  [20]. 
Метод основан на предположении о том, что на-
личие повреждений в структуре ДНК, например, 
одноцепочечных разрывов, модифицированных 



ВЛИЯНИЕ БЕТА-ГИДРОКСИБУТИРАТА НА МОЛОДЫХ И СТАРЫХ КРЫС 1291

БИОХИМИЯ том 89 вып. 7 2024

оснований или их аддуктов, будет препятствовать 
работе ДНК-полимеразы и накоплению ПЦР-про-
дукта. Таким образом, эффективность амплифика-
ции участка ДНК обратно пропорциональна коли-
честву молекул ДНК с повреждениями. Условия 
реакции: общая денатурация при 95  °С  – 3  мин, 
далее 35 циклов: денатурация при 95  °С – 10  с, от-
жиг праймеров при 59  °С  – 4  мин 30  с, элонгация 
при 72  °С – 30  с. Полученные значения ΔCq между 
контрольными и опытными (повреждёнными) 
длинными фрагментами сравнивались с ΔCq кон-
трольных и опытных коротких фрагментов, кото-
рые использовали в качестве референсов.

Измерение содержания соединений, реаги-
рующих с тиобарбитуровой кислотой (ТБКРС). 
Содержание ТБКРС определяли спектрофотомет-
рическим методом, основанным на реакции с 
2-тиобарбитуровой кислотой  [21], с некоторыми 
модификациями. Ткани гомогенизировали в 1х 
PBS (pH  7,4) в соотношении 1  :  10 (w/v) соответ-
ственно. К 200  мкл гомогената добавляли 20  мкл 
50%-ной трихлоруксусной кислоты и 800 мкл ТБК-
реагента, содержащего 0,5% (w/v) 2-тиобарбитуро-
вой кислоты, 0,35  М гидроксида натрия и 1,75  М 
уксусной кислоты. Пробы кипятили 1  ч, охлажда-
ли в ледяной бане до комнатной температуры и 
центрифугировали при 10  000  g 10  мин (+4  °С).  
В супернатанте измеряли оптическую плотность 
при 532 нм на спектрофотометре Экрос ПЭ-5400УФ 
(ООО «Экросхим», Россия). Содержание ТБКРС 
рассчитывали, используя коэффициент моляр-
ной экстинкции 156  000  М−1  ⋅  см−1, и выражали в 
нмоль/мг общего белка. Содержание общего белка 
в гомогенате устанавливали с помощью метода 
Лоури  [22].

Измерение содержания восстановленного 
глутатиона (GSH). Содержание восстановленного 
глутатиона определяли спектрофотометрическим 
методом, основанным на реакции с реактивом 
Эллмана  [23], с некоторыми модификациями. 
Ткани гомогенизировали в среде, содержащей 
50  мМ  Tris-HCl, 150  мМ  КСl, 1  мМ  ЭДТА, 0,5%-ный 
Triton-Х100 в соотношении 1  :  10 (масса ткани/
объём среды соответственно). Депротеинизацию 
осуществляли путём добавления 50%-ной три-
хлоруксусной кислоты к гомогенату в объёмном 
соотношении 1  :  9. Пробы центрифугировали 
10  мин при 10  000  g (+4  °С). Супернатант смеши-
вали с 0,4  М Tris-HCl (рН  8,9), содержащего 1  мМ 
ЭДТА в объёмном соотношении 1  :  2, и добавляли 
реактив Эллмана (0,2  мМ). Пробы инкубировали 
при комнатной температуре 15  мин и измеряли 
оптическую плотность при 412 нм на спектрофото-
метре Экрос ПЭ-5400УФ (ООО «Экросхим»). Содер-
жание глутатиона рассчитывали, используя коэф-
фициент молярной экстинкции 14  150  М−1  ⋅  см−1, и 
выражали в нмоль/мг белка. Содержание общего 

белка в гомогенате устанавливали с помощью 
метода Лоури  [22].

Статистический анализ. Статистический 
анализ проводился с помощью программного па-
кета STATISTICA  12 («StatSoft», США). Результаты 
представлены в виде средних значений ± ошибка 
среднего. Для статистического анализа использо-
вали t-критерий или непараметрический диспер-
сионный анализ Краскела–Уоллиса.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Старение негативно влияет на антиокси-
дантную систему клеток и на экспрессию генов 
белков, регулирующих биогенез и контроль 
качества митохондрий. В органах молодых и 
старых крыс была проанализирована экспрессия 
генов, ассоциированных с биогенезом митохон-
дрий, системой контроля качества, антиокси-
дантной системой и воспалением (рис.  1). Было 
показано, что старение значительно изменяет 
экспрессию анализируемых генов, особенно в 
мозге, мышцах и лёгких (рис.  1). В частности, вы-
явлено, что в мышцах и мозге с возрастом наблю-
далось снижение уровня мРНК генов ферментов, 
регулирующих биогенез митохондрий (Ppargc1a, 
Tfam) (рис.  1, а–в). Возрастные изменения в мыш-
цах были ассоциированы со снижением экспрес-
сии гена Sqstm1, продукт которого участвует в 
контроле качества белков и органелл (рис.  1,  г).  
В лёгких и мышцах старых крыс наблюдалось зна-
чительное снижение экспрессии генов, продукты 
которых являются компонентами системы анти-
оксидантной защиты, в частности, Gpx1, Srxn1, 
Txnrd2, Slc7a11, Slc6a9 (рис.  1, д–м). Наблюдаемые 
негативные возрастные изменения сопровожда-
лись также увеличением уровня маркеров воспа-
ления, в частности, повышенной экспрессией Tnf, 
Ptgs2, Gfap, Il1b, прежде всего в мозге и почках 
(рис.  1, н–р).

БГБ усиливает экспрессию белков биогенеза 
митохондрий и антиоксидантной системы в пе-
чени и мышцах молодых, но не старых крыс. 
Было проанализировано влияние БГБ на экспрес-
сию исследуемых генов в органах молодых и 
старых крыс и выявлено, что подкожные инъек-
ции БГБ в течение 2  недель оказывали наиболь-
ший положительный эффект на ткань печени и 
мышц молодых крыс. В частности, в печени БГБ 
увеличивал экспрессию генов, ассоциированных 
с биогенезом митохондрий (Ppargc1a, Nrf1, Tfam) 
(рис.  2, а–в) и антиоксидантной системой кле-
ток (Nfe2l2, Gpx1, Txnrd2, Slc7a11, Slc6a9) (рис.  2, 
г–з). В мышцах введение БГБ также стимулиро-
вало биогенез митохондрий (Nrf1, Tfam) и анти-
оксидантную защиту (Srxn1, Slc6a9) (рис.  2, и–м).  
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Рис. 1. Влияние старения на экспрессию генов белков, отвечающих за биогенез митохондрий  (а–в), аутофа-
гию  (г), антиоксидантную систему клеток  (д–м) и воспаление (н–р). Результаты представлены в виде сред-
них значений  ± ошибка среднего. Достоверность различий между группами: *  р  <  0,05 (t-критерий)
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Рис. 2. Влияние подкожного введения БГБ в течение 2  недель на ткани молодых крыс. Влияние БГБ на экс-
прессию белков, отвечающих за биогенез митохондрий и антиоксидантную систему, в ткани печени  (а–з) 
и мышц  (и–м). Результаты представлены в виде средних значений  ± ошибка среднего. Достоверность раз-
личий между группами: *  р  <  0,05 (t-критерий)

В то же время у старых крыс инъекции БГБ в 
течение 2  недель оказывали слабое влияние на 
экспрессию анализируемых генов. В частности, у 
них не наблюдалось усиления экспрессии генов, 
отвечающих за биогенез митохондрий и анти-
оксидантную систему, ни в печени или мышцах, 
ни в других органах (рис.  3).

Старение влияет на количество копий 
мтДНК в тканях. В связи с тем, что старение и 
БГБ значительно влияли на экспрессию генов, 
кодирующих белки, отвечающие за биогенез ми-
тохондрий и антиоксидантную систему клеток, в 
органах молодых и старых крыс было измерено 
количество копий мтДНК, которое косвенно отра-
жает количество митохондрий (рис. 4). Было пока-
зано, что в мозге и лёгких 27-месячных крыс зна-
чительно снижено количество копий мтДНК по 

сравнению с 4-месячными крысами. В то же время 
в почках и сердце старых крыс, напротив, наблю-
далось увеличение числа копий мтДНК (рис.  4).  
В других органах изменения количества мтДНК 
с  возрастом были незначительными. Однако вве-
дение БГБ значимо не влияло на количество ко-
пий мтДНК ни у молодых, ни у старых крыс.

Старение увеличивает количество масштаб-
ных делеций в мтДНК. Известно, что при старе-
нии происходит нарушение контроля качества 
белков и органелл, поэтому в органах молодых и 
старых крыс было измерено количество масштаб-
ных делеций и повреждений мтДНК (рис.  5,  6). 
Было показано, что при старении в почках и 
сердце возрастало количество крупных деле-
ций мтДНК, чего не было обнаружено в других 
органах (рис.  6). В почках старых крыс при этом 
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Рис. 3. Тепловые карты, отражающие влияние возраста и подкожных инъекций БГБ на уровень экспрессии 
генов в мозге, лёгких, сердце, печени, почках и мышцах крыс

происходило увеличение количества мелких по-
вреждений мтДНК на 53% по сравнению с моло-
дыми 4-месячными крысами (рис.  5). Введение 
БГБ не влияло на количество масштабных деле-
ций мтДНК или уровень повреждений мтДНК ни 
у молодых, ни у старых животных (рис.  5, 6).

Влияние старения и введения БГБ на уро-
вень окислительного стресса в тканях органов. 
Так как старение негативным образом влияло на 
экспрессию генов, продукты которых поддержи-
вают функциональность антиоксидантной систе-
мы клеток, а введение БГБ, наоборот, усиливало 
экспрессию этих генов (по крайней мере, в тка-
ни печени и мышц у молодых животных), были 

измерены параметры окислительного стресса в 
органах молодых и старых животных. В качестве 
маркера окислительного стресса использовали со-
держание ТБКРС в тканях крыс. Мы обнаружили, 
что в мышцах у 27-месячных крыс количество  
ТБКРС более чем в 2  раза превышало аналогич-
ный показатель у 4-месячных крыс (рис.  7). Со-
держание ТБКРС возрастало и в почках старых 
крыс, тогда как введение БГБ значимо снижало 
их уровень (рис.  7). Мы оценили также и уровень 
GSH, который снижался почти в 4  раза в лёгких 
старых крыс по сравнению с молодыми (рис.  8). 
Тем не менее введение БГБ не повышало уровень 
GSH в органах ни молодых, ни старых крыс.
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Рис. 4. Влияние подкожных инъекций БГБ на количество копий мтДНК в разных тканях крыс разного воз-
раста. яДНК  – ядерная ДНК. Результаты представлены в виде средних значений  ± ошибка среднего. Досто-
верность различий между группами: *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ***  p  <  0,001 (критерий Краскела–Уоллиса)

Рис. 5. Влияние подкожных инъекций БГБ на количество повреждений мтДНК в разных тканях крыс разного 
возраста. Результаты представлены в виде средних значений  ± ошибка среднего. Достоверность различий с 
контрольной группой 4-месячных крыс: *  p  <  0,05; **  p  <  0,01 (критерий Краскела–Уоллиса)
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Рис. 6. Влияние подкожных инъекций БГБ на число масштабных делеций мтДНК в разных тканях крыс раз-
ного возраста. Результаты представлены в виде средних значений  ± ошибка среднего. Достоверность раз-
личий между группами: *  p  <  0,05; **  p  <  0,01 (критерий Краскела–Уоллиса)

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Старение большинством исследователей опре-
деляется как необратимый комплексный процесс, 
при котором происходят эпигенетические измене-
ния  [24], потеря белкового гомеостаза  [25], мета-
болические нарушения  [26], а также развивается 
митохондриальная дисфункция [27]. Согласно сво-
боднорадикальной теории старения, с возрастом 
в митохондриях возникает дисбаланс между ско-
ростью продукции и удаления АФК, которые вы-
зывают окислительные повреждения различных 
клеточных макромолекул. Повреждение митохон-
дрий приводит к ещё большему нарушению регу-
ляции редокс-гомеостаза и возникновению пороч-
ного круга усиления окислительного стресса  [28].

Старение может по-разному проявляться в 
разных тканях организма, в частности, показано, 
что паттерны изменения экспрессии генов с воз-
растом различаются в зависимости от органа [29]. 
В данной работе мы выявили, что старение больше 
всего влияло на экспрессию анализируемых генов 
в мышцах, мозге и лёгких и затрагивало фермен-
ты биогенеза митохондрий, контроля качества и 
антиоксидантной системы (рис. 1,  3). Негативные  
изменения, происходящие при старении, были ас-
социированы в некоторых органах с повышением 
окислительного стресса (рис.  7,  8) и экспрессии 
провоспалительных цитокинов (рис.  1,  3).

Одной из характеристик старения является 
изменение в клетках органов количества и функ-
циональной активности митохондрий, что может 
напрямую влиять на энергетическую обеспечен-
ность клеток  [30]. Мы показали, что изменение 
количества митохондрий с возрастом варьирует 
от органа к органу, например, в мозге и лёгких ко-
личество мтДНК значительно снижалось (рис.  4), 
что было ассоциировано со снижением экспрес-
сии маркеров генов, которые связаны с регуля-
цией митохондриального биогенеза (рис.  1,  3). 
В то же время мы выявили, что количество копий  
мтДНК в почках и сердце росло при старении 
(рис.  4), что может являться адаптивной реак-
цией данных органов на увеличение количества 
молекул мтДНК с делециями. Нарушение струк-
турной целостности митохондриального генома 
может приводить к нарушению энергетического 
метаболизма клеток, по этой причине активиру-
ются сигнальные пути, направленные на увели-
чение интенсивности митохондриального био-
генеза  [31]. Действительно, в данной работе мы 
обнаружили возрастное увеличение экспрессии 
генов Tfam и Nrf1 в сердце и почках (рис.  3).

Для поддержания эффективного энергети-
ческого метаболизма необходимо сохранение в 
клетках стабильной мтДНК. Митохондриальный 
геном не обладает достаточно эффективной систе-
мой репарации некоторых типов повреждений, 
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Рис. 7. Влияние подкожных инъекций БГБ на содержание ТБКРС в разных тканях крыс разного возраста. 
Результаты представлены в виде средних значений ± ошибка среднего. Достоверность различий между груп-
пами: *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ***  p  <  0,001 (критерий Краскела–Уоллиса)

что делает его более восприимчивым к внешним 
и внутренним стрессорным факторам по сравне-
нию с ядерным геномом [32]. Частота возникнове-
ния делеций в тканях увеличивается с возрастом, 
и наиболее часто данные изменения наблюдают-
ся в тканях с высоким потреблением энергии [33]. 
Увеличение количества масштабных делеций 
может приводить к возрастной деградации тка-
ней, так как при этом удаляются важные части 
кодирующих последовательностей, что приводит 
к неправильной сборке дыхательной цепи  [34]. 
В данном исследовании мы показали, что наи-
более чувствительным органом, в котором с воз-
растом накапливается больше всего масштабных 
делеций и повреждений мтДНК, являются почки 

(рис.  5, 6). Почка является органом, богатым ми-
тохондриями, наличие мутаций и повреждений 
мтДНК вносит важный вклад в развитие хрони-
ческих и острых почечных болезней  [35].

При этом стоит отметить, что возрастное 
увеличение количества крупных делеций было 
выражено ярче, чем возрастное увеличение ко-
личества мелких повреждений мтДНК (рис.  5, 6). 
Это может быть связано с тем, что используемый 
в нашей работе подход, ПЦР длинных фрагмен-
тов, позволяет детектировать такие повреждения, 
как разрывы цепей, модификации оснований, 
апуриновые сайты  [36]. Известно, что модифи-
цированные основания и нуклеотиды в мтДНК 
могут подвергаться репарации, так как в мито-
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Рис. 8. Влияние подкожных инъекций БГБ на содержание восстановленного глутатиона в разных тканях 
молодых и старых крыс. Результаты представлены в виде средних значений  ± ошибка среднего. Достовер-
ность различий между группами: ***  p  <  0,001 (критерий Краскела–Уоллиса)

хондриях имеются соответствующие системы 
эксцизионной репарации оснований и нуклеоти-
дов (BER и NER соответственно). Репарационные 
системы разрывов цепей, в первую очередь дву-
цепочечных разрывов, в митохондриях практи-
чески не представлены  [37]. Большая часть моле-
кул мтДНК, имеющих двуцепочечные разрывы, 
элиминируется. Однако именно двуцепочечные 
разрывы считаются одной из основных причин 
возникновения делеций мтДНК  [38]. Молекулы, 
содержащие делеции, могут реплицироваться и 
накапливаться в течение всей жизни организма 
и даже наследоваться по материнской линии [39], 
тогда как молекулы с повреждениями, которые 
мы детектировали с помощью ПЦР длинных 
фрагментов, подвергаются либо репарации, либо 
деградации. Это может объяснять, почему точеч-
ные повреждения мтДНК в меньшей степени, чем 
делеции, способны аккумулироваться в клетке  
с возрастом.

Одним из подходов терапии возрастных за-
болеваний является воздействие на метаболизм 
клеток за счёт применения различных диет или 
их фармакологических миметиков. В частности, 
применение кетоновых тел, уровень которых 

повышается при кетогенной диете или ограниче-
нии калорийности питания, активно изучается в 
контексте геропротекторной терапии  [40]. Ранее 
было показано, что введение экзогенного БГБ при-
водит к глобальным изменениям транскрипции, 
включая изменения экспрессии генов, кодирую-
щих факторы устойчивости к окислительному 
стрессу  [41].

В данной работе мы показали, что БГБ по-раз-
ному влияет на экспрессию генов в разных орга-
нах, и его эффекты на молодых и старых крысах 
существенно отличаются. Мы продемонстриро-
вали, что среди проанализированных органов 
наиболее широкий спектр изменений экспрес-
сии при терапии БГБ наблюдался в печени мо-
лодых крыс (рис.  3), несмотря на то что печень 
синтезирует кетоновые тела, но не способна их 
метаболизировать  [42]. БГБ увеличивал в печени 
экспрессию генов, участвующих в биогенезе ми-
тохондрий, а также ферментов антиоксидантной 
системы клеток (рис.  3). Биогенез митохондрий 
и митофагия поддерживают в клетках необходи-
мое количество митохондрий и контролируют их 
качество [43, 44]. В связи с этим активация биоге-
неза митохондрий всегда должна сопровождаться 
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адекватной элиминацией повреждённых и непра-
вильно функционирующих органелл  [45].

Выраженное влияние БГБ на печень может 
быть связано с тем, что печень является основ-
ным источником эндогенного БГБ [46], и в услови-
ях введения экзогенного БГБ наибольшие концен-
трации этого кетонового тела могут достигаться 
именно в печени. Действие БГБ в печени может 
реализоваться через β-гидроксибутирилирование 
гистонов  [47], влияющих на экспрессию генов, а 
также за счёт сигнального действия через рецеп-
тор HCAR2. В частности, ранее показано, что имен-
но за счёт воздействия на HCAR2 БГБ ингибирует 
воспаление, опосредованное NLRP3-инфламмасо-
мой, а также обладает гепатопротекторным дей-
ствием  [48]. За счёт сигнализации через HCAR2 
БГБ активирует AMPK, что потенциально может 
улучшать метаболические функции, нарушенные 
при жировой дистрофии печени  [49]. Ещё одним 
механизмом может быть ингибирование гистоно-
вых деацетилаз (HDAC) класса  I. HDACI деацетили-
руют остатки лизина в гистоновых и негистоно-
вых белках, регулируя работу генов, участвующих 
в глюконеогенезе, функционировании митохон-
дрий и защите от окислительного стресса  [50]. 
Известно, что ингибирование гистоновых деаце-
тилаз блокирует протеосомальную деградацию 
Nrf2 и тем самым способствует его связыванию 
с промоторными зонами генов, отвечающих за 
антиоксидантную защиту  [51]. Кроме того, БГБ 
может ингибировать гликогенсинтазу  3β (GSK3β), 
которая также является негативным регулятором 
Nrf2  [52]. Ранее нами было продемонстрировано, 
что лечение фокального ишемического инсульта 
с помощью БГБ способствует увеличению экс-
прессии некоторых ключевых антиоксидантных 
генов по Nrf2-зависимому механизму  [53]. Таким 
образом, обнаруженное в данном исследовании 
увеличение экспрессии антиоксидантных генов 
на фоне терапии кетоновыми телами может быть 
связано с активацией Nrf2/ARE-сигнального пути. 
На это может указывать и увеличение экспрессии 
гена Nfe2l2 в печени и сердце крыс, получавших 
инъекции БГБ (рис.  2,  3), так как известно, что в 
промоторной зоне гена Nrf2 имеются ARE-после-
довательности  [54], обеспечивающие самоусиле-
ние его экспрессии.

Помимо влияния БГБ на экспрессию, мы по-
казали, что терапия БГБ приводила к снижению 
содержания продуктов перекисного окисления 
липидов, повышенного в почках и мышцах ста-
рых животных (рис.  7). Эти результаты согласу-
ются с ранее опубликованными данными о том, 
что введение экзогенного БГБ защищало почки 
от окислительного стресса, индуцированного 
цисплатином  [55], а кетогенная диета приводила 

к  позитивным изменениям в мышцах  [56]. Зна-
чительного действия на уровень ТБКРС в других 
органах молодых и старых животных БГБ не ока-
зывал, хотя существенно влиял на экспрессию 
генов белков антиоксидантных систем клетки в 
печени и мышцах молодых крыс (рис.  2,  3).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в данном исследовании мы 
показали, что эффект терапии БГБ отличается в 
разных органах, а также по-разному проявляется 
у животных в зависимости от возраста. Мы вы-
явили, что БГБ оказывает выраженное влияние 
на экспрессию генов, ответственных за биогенез 
митохондрий и антиоксидантную систему кле-
ток, прежде всего в печени и мышцах молодых, 
но не старых крыс. Стимулирование процессов 
митохондриального биогенеза может запускать 
процесс обновления митохондрий в тканях и за 
счёт этого улучшать их функционирование, при-
водя к снижению окислительного стресса. Несмо-
тря на положительные эффекты БГБ, не было про-
демонстрировано его существенного влияния на 
целостность мтДНК ни у молодых, ни у старых 
животных. Мы предполагаем, что для более вы-
раженного действия БГБ на целостность мтДНК, 
окислительный стресс и воспаление необходимо 
использование более длительной терапии. Полу-
ченные в работе данные расширяют представ-
ление о кетоновых телах как потенциальных 
терапевтических соединениях, в том числе под-
ходящих для лечения возрастных заболеваний.
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One of the therapeutic approaches to age-related diseases is to affect the metabolism of the body’s 
cells through certain diets or their pharmacological mimetics. The ketogenic diet significantly affects 
the energy metabolism of cells and the functioning of mitochondria, which is being actively studied in 
various age-related pathologies. In this study, we investigated the effect of the ketogenic diet mimetic 
beta-hydroxybutyrate (BHB) on the gene expression of proteins regulating mitochondrial biogenesis 
(Ppargc1a, Nrf1, Tfam), quality control (Sqstm1), the work of the antioxidant system (Nfe2l2, Gpx1, Gpx3, 
Srxn1, Txnrd2, Slc6a9, Slc7a11), and the inflammatory response (Il1b, Tnf, Ptgs2, Gfap) in the brain, 
lungs, heart, liver, kidneys, and muscles of young and old rats. In addition, we analyzed mitochondrial 
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DNA (mtDNA) copy number, the accumulation of mtDNA damage, and the level of oxidative stress by 
the concentration of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), and reduced glutathione level.  
We showed that aging in a number of organs disrupts mitochondrial biogenesis and the functioning of 
the cell’s antioxidant system, which was accompanied by increased oxidative stress and inflammation. 
Administration of BHB for 2 weeks had different effects on organs of young and old rats. In particu-
lar, BHB increased the expression of genes of proteins associated with mitochondrial biogenesis and 
the antioxidant system, especially in the liver tissue and muscles of the young but not the old rats.  
At the same time, BHB contributed to the reduction of TBARS in the kidneys of the old rats. Thus, our 
study has shown that the administration of ketone bodies can significantly affect gene expression in 
organs, especially in young rats, by increasing mitochondrial biogenesis, improving the antioxidant 
system and partially reducing the level of oxidative stress. However, these changes were much less 
pronounced in old animals.

Keywords: aging, beta-hydroxybutyrate, ketogenic diet, mitochondria, mitochondrial DNA, oxidative 
stress
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