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Современный этап развития протеомных исследований в области биологии, медицины, раз-
работки новых лекарств, популяционного скрининга или персонализированных подходов к те-
рапии диктует необходимость анализа больших выборок образцов с наименьшими затратами 
экспериментального времени. До недавнего времени технологии масс-спектрометрических 
измерений в протеомике относились к уникальным для идентификации и количественного 
определения белкового состава, но также были низкопроизводительными, с многочасовым ана-
лизом одного образца. Это входило в противоречие с динамикой изменений биологических си-
стем на уровне всего клеточного протеома под воздействием внешних и внутренних факторов.  
Так, низкая скорость полнопротеомного анализа является основным фактором, ограничиваю-
щим развитие функциональной протеомики, где требуется аннотировать участие белков во 
внутриклеточных процессах не только в широком диапазоне условий жизнедеятельности 
клетки, но и на протяжении длительного времени. Огромный уровень гетерогенности клеток 
тканей или новообразований даже одного типа диктует необходимость анализа биологической 
системы на уровне индивидуальных клеток. В этих исследованиях речь идёт о получении мо-
лекулярных характеристик уже для десятков, если не сотен тысяч индивидуальных клеток,  
в том числе их полного протеомного профиля. Развитие технологий масс-спектрометрии высо-
кого разрешения и точности измерения масс, предсказательной хроматографии, новых мето-
дов разделения ионов пептидов в газовой фазе и обработки протеомных данных на основе 
алгоритмов искусственного интеллекта открыли перспективу существенно, если не радикаль-
но, увеличить производительность полнопротеомного анализа и привели к реализации кон-
цепции ультракороткой протеомики. В работах буквально последних нескольких лет были 
продемонстрированы производительности полнопротеомного анализа на уровне нескольких 
сотен образцов в сутки при глубине анализа в несколько тысяч белков, что было немысли-
мо ещё буквально три-четыре года назад. В обзоре рассматриваются предпосылки развития, 
а также основные современные методы и подходы в реализации ультракороткого полнопро- 
теомного анализа.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протеомика, масс-спектрометрия, пептиды, белки, ультракороткий анализ, 
количественная протеомика.

DOI: 10.31857/S0320972524080011 EDN: KEERFQ

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время полнопротеомный ана-
лиз широко используется в различных областях 
биологии и медицины  [1,  2]. Основным методом 
такого анализа является масс-спектрометрия, 

позволяющая получать количественную инфор-
мацию об изменении белкового состава клеток, 
подверженных тому или иному воздействию. 
Среди основных начальных этапов становления 
количественной протеомики следует отметить 
реализацию концепций поиска по базам данных 
и/или спектральным библиотекам  [3] и иденти-
фикации белков по уникальному набору масс  
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Принятые сокращения: AMT tags  – метки точных масс и времён элюирования пептидов; DDA  – метод 
информационно зависимого полнопротеомного анализа; DIA  – метод информационно независимого пол-
нопротеомного анализа; DirectMS1  – метод прямой хроматомасс-спектрометрической идентификации бел-
ков; DISPA  – метод протеомного анализа на основе прямой подачи протеолитической смеси в источник 
ионизации, минуя стадию жидкостно-хроматографического разделения; МС/МС  – тандемная масс-спек-
трометрия, МС1  – масс-спектры первого уровня ионов-предшественников; PMF  – пептидные отпечатки  
белков.

их протеолитических (как правило, триптиче-
ских) пептидов (пептидные отпечатки белков  – 
Peptide Mass Fingerprint, PMF  [4]). Если говорить 
об используемых типах масс-анализаторов, то 
первые протеомы модельных организмов были 
идентифицированы на радиочастотных квадру-
польных ионных ловушках и времяпролётных 
масс-спектрометрах  [5]. В этих результатах, как 
правило, отсутствовал контроль доли ложнополо-
жительных идентификаций (FDR, False Discovery 
Rate)  [6,  7], концепция которого появилась в про-
теомике в 2007  г. с реализацией подхода на основе 
ложных или «бессмысленных» (декойных) после-
довательностей  [7]. Ранее, начиная с работ Сми-
та и др., появилось понимание необходимости 
использования для полнопротеомного анализа 
масс-спектрометрии высокого разрешения, пред-
ставленной на начальных этапах исключитель-
но масс-анализаторами ионного циклотронного 
резонанса с преобразованием Фурье (ИЦР ПФ) в 
сочетании с нанопотоковыми режимами разделе-
ния и ионизации пептидов [8, 9]. Появление более 
производительных по сравнению с ИЦР ПФ масс-
анализаторов высокого разрешения Орбитрэп 
(Orbitrap) позволило к 2015  г. выйти на уровень 
идентификации до половины и более всех бел-
ков простых организмов в рамках одночасового, 
«однопрогонного» эксперимента ВЭЖХ–МС/МС  
(МС/МС  – тандемная масс-спектрометрия)  [10]. 
В  настоящее время для протеомов клеток чело-
века идентифицируется 5000–6000  белков в од-
нопрогонном двухчасовом эксперименте  [11]. 
Дальнейшее увеличение глубины полнопротеом
ного анализа достигается либо дополнитель- 
ным фракционированием проб на уровне белков  
или пептидов  [12–14], либо увеличением дли-
тельности градиента ВЭЖХ до нескольких часов 
и использованием длинных хроматографических 
колонок  [12,  15]. Так, например, комбинация фрак-
ционирования протеолитических смесей и много-
часовых градиентов ВЭЖХ-разделения на капил-
лярных колонках длиной 40 см и более позволила 
идентифицировать более половины кодируемого 
протеома человека  [16]. Хотя достижение такого 
уровня покрытия протеома представляет значи-
тельный интерес, полное затраченное инструмен-
тальное время в цитируемых выше эксперимен-
тах составило 288 часов, что делает такой анализ 
уникальным, но нецелесообразным для многих 

задач химической, клинической или популяци-
онной протеомики, предполагающих рутинный 
поток из сотен образцов в сутки. Одновремен-
ный анализ нескольких меченых образцов, объ-
единённых в один пул (мультиплексинг образ-
цов)  [17,  18], в настоящее время реализуемый с 
использованием ТМТ-(Tandem Mass Tag) меток  [19], 
частично решает проблему инструментальных 
затрат на полнопротеомный количественный 
анализ в пересчёте на один образец. Однако свя-
занные с его использованием проблемы увеличе-
ния аналитической сложности образцов и необ-
ходимости использования фракционирования не 
переводят его в разряд методов ультракороткой 
протеомики, которую можно определить как ана-
лиз 200 и более образцов в сутки. Действительно, 
как показали недавние исследования на примере 
клеточных линий глиобластомы, обработанных 
интерфероном, количественный 40-минутный 
анализ с использованием 10-плексного набора 
ТМТ-меток (что примерно соответствует произ-
водительности в 200 протеомных анализов в сут-
ки) даёт довольно скудную картину по количе-
ству идентификаций интерферон-регулируемых  
белков  [20].

После значительного промежутка времени, 
прошедшего с момента первых демонстраций 
количественного полнопротеомного анализа на 
основе меток точных масс и времён элюирова-
ния пептидов (ATM, Accurate Mass and Time tags) 
в минутном диапазоне градиентов разделения, 
в последние годы возобновился интерес к этому 
направлению, которое можно условно назвать 
«ультрабыстрой протеомикой». В её основе лежит 
реализация новых методов масс-спектрометрии 
высокого разрешения в сочетании с ультракорот-
ким разделением смесей пептидов (включая раз-
деления ионов пептидов в газовой фазе), таких 
как информационно независимый полнопротеом-
ный анализ (DIA, Data Independent Acquisition) [13] 
и прямая хроматомасс-спектрометрическая иден-
тификация белков (DirectMS1) [20]. Эти методы по-
зволяют полуколичественно анализировать про-
теомы с производительностью более 200 образцов 
в сутки.

В данном обзоре рассматриваются развивае-
мые в последние несколько лет новые подходы 
ультрабыстрой протеомики и кратко обсуждают-
ся перспективы их дальнейшего развития.
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ПРЕДЫСТОРИЯ  
УЛЬТРАКОРОТКОЙ ПРОТЕОМИКИ

Одной из первых реализаций идеи ультрако-
роткого протеомного анализа являлся подход на 
основе пептидных отпечатков белков (PMF) [4, 21, 
22]. Этот подход заключается в предварительном 
разделении белков с помощью гель-электрофоре-
за или жидкостной хроматографии, специфиче-
ском гидролизе белковых фракций на протеоли-
тические пептиды (обычно используется фермент 
трипсин), что образует уникальный для каждого 
белка набор масс его пептидных фрагментов, 
и регистрации масс-спектров ионов пептидов. 
Для  идентификации белков экспериментально 
полученные массы ионов пептидов сравниваются 
с теоретическими, полученными на основе име-
ющихся баз данных последовательностей белков 
протеома соответствующего организма, что схе-
матично представлено на рис.  1  [23].

Масс-спектрометрия на основе матрично-
активированной лазерной десорбции/ионизации 
(MALDI-MS, Matrix-Assisted Laser Desorption and 
Ionization Mass Spectrometry) является наиболее 
часто используемым методом для реализации 
PMF-подхода [4, 24]. Понятно, что такой подход не 
является в буквальном смысле ультракоротким, 
поскольку он требует предварительного разделе-
ния белков на большое количество фракций  – 
как правило, с использованием электрофореза 
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate–Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis)  [21]  – каждая из которых под-
вергается гидролизу и анализу. Также довольно 
быстро пришло понимание того, что метод PMF 
неэффективен при анализе сложных смесей  [25],  
в которых представлены гидролизаты десятков 
белков, не говоря уже о тех, которые содержат 
тысячи белков протеома. В настоящее время он 
используется практически исключительно в ана-

лизе и подтверждении индивидуальных, как пра-
вило, предварительно выделенных белков.

С прогрессом в разработке масс-анализаторов 
высокого разрешения, таких как масс-спектро-
метры ионного циклотронного резонанса, идея 
идентификации белков на основе измерения масс-
спектров ионов пептидов как способ быстрого 
полнопротеомного анализа была воплощена в ме-
тоде точных массовых меток (Accurate Mass Tags, 
AMT)  [26]. Метод заключается в предварительном 
МС/МС-анализе объединённого образца (пула) с 
идентификацией и составлением списка пепти-
дов, потенциально присутствующих в анализируе-
мых пробах. Последующая идентификация белков 
в каждом образце пула осуществляется на основе 
сопоставления этого «пул»-специфичного списка 
масс идентифицированных пептидов с массами 
пептидов, регистрируемых в отдельном анализе 
каждого из образцов. Базовая идея подхода состо-
ит в том, что если молекулярную массу одного 
пептида можно измерить с достаточно высокой 
точностью, так, чтобы его масса была уникальной 
среди всех возможных пептидов, предсказанных 
на основе полногеномного секвенирования, то её 
можно было бы использовать в качестве «точной  
массовой метки» для идентификации белков.  
Соответственно, генерация списка таких AMT поз- 
воляет анализировать продукты гидролиза белков 
всего протеома (например, в результате расщеп-
ления трипсином) с большей скоростью и чув-
ствительностью. Более того, последующий анализ 
можно проводить без использования фрагмента-
ции пептидов, т.е. подход потенциально является 
беcфрагментационным и, соответственно, совме-
стимым с короткими градиентами разделения 
протеолитических смесей.

Довольно быстро стало понятно, что ис-
пользование дополнительных к точной массе 
комплементарных данных, таких как времена 

Рис. 1. Схема реализации метода PMF. Поскольку массы пептидов не специфичны относительно аминокис-
лотной последовательности, то в сложных смесях на одну и ту же измеренную массу или набор масс может 
попадать несколько, в некоторых случаях десятки возможных белков, что затрудняет их идентификацию
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Рис. 2. Схема реализации метода AMT на основе точных масс ионов пептидов и нормализованных времён 
элюирования, NET. Нормализация времён осуществляется в диапазон  [0,  1]. Предсказанные NET рассчиты-
ваются для используемых условий разделения с помощью либо простых линейных преобразований, либо 
на основе нейронных сетей  [27]

элюирования пептидов, существенно повышает 
уникальность такой комбинации для амино-
кислотной последовательности пептидов. Соот-
ветственно, дальнейшим развитием этого под-
хода явилось добавление нормализованных 
времён элюирования пептидов, что превратило 
его в метод меток точных масс и времён (AMT-
tags)  [26]. Уже в первых демонстрациях метода 
AMT-tags была продемонстрирована возможность 
полнопротеомного анализа для относительно 
небольших протеомов, в частности Deinococcus 
radiodurans  [27]. Более того, поскольку метод не 
требует фрагментации пептидов для их иденти-
фикации (за исключением стадии составления 
списка AMT-меток), такой полнопротеомный ана-
лиз был впервые продемонстрирован в минутном 
диапазоне времён.

Стандартная реализация метода AMT содер-
жит 2 основных этапа (рис. 2): (1) создание «пул»-
специфичной базы данных меток AMT пептидов 
для пулов образцов контрольной и тестовой 
групп с использованием глубокого (как правило, 
на основе фракционирования) полнопротеомного 
МС/МС-анализа; и (2)  быстрый анализ ВЭЖХ-МС1 
образцов (МС1  – масс-спектры первого уровня 
ионов-предшественников) с идентификацией бел-
ков на основе созданной на первом этапе «пул»-
специфичной базы данных меток AMT. На первом 
этапе с каждым из идентифицированных пепти-
дов сопоставляется его точная масса в пределах 
ошибки измерения и нормализованное время 
выхода (NET, Normalized Elution Time). Затем сле-

дует этап ВЭЖХ-МС1-анализа большой когорты 
нефракционированных образцов, результатом 
которого является получение списка эксперимен-
тальных точных масс и зарядовых состояний пеп-
тидов, а также времён элюирования. Последние 
приводятся к нормализованной шкале времён, 
в наиболее простом исполнении  – линейным 
преобразованием. Также могут использоваться 
NET, предсказанные на основе нейронных сетей 
и ранее полученных экспериментальных набо-
ров данных идентифицированных пептидов  [27]. 
Идентификация пептидов проанализированного 
образца осуществляется на основе сравнения экс-
периментальных наборов данных с базой меток 
AMT, после чего осуществляется идентификация 
белков и их количественный анализ. Количе-
ственные характеристики идентифицированных 
белков определяются на основе интенсивностей 
ионов пептидов в масс-спектрах.

В то время как метод AMT продемонстрировал 
возможность ультракороткого количественного 
анализа протеомов ряда организмов  [28,  29], его 
более широкое применение в протеомике затруд-
нено отсутствием контроля FDR. Также проблема-
ми являются выравнивание времён элюирования 
пептидов для расчёта NET между различными 
экспериментами и различными хроматографи-
ческими условиями. В первую очередь речь идёт 
об условиях, при которых создавалась база ме-
ток AMT, и условиях, при которых проводился 
последующий быстрый протеомный анализ  [30]. 
Одним из решений последней из перечисленных  
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проблем стало использование различных моде-
лей предсказания времён элюирования пепти-
дов [31, 32] и создание стандартизированных и/или  
универсальных баз данных времён элюирования 
пептидов для AMT-меток на их основе  [33].

По мере внедрения полнопротеомного ана-
лиза с использованием информационно зависи-
мого подхода (DDA, Data Dependent Acquisition) на 
основе гибридных масс-спектрометров с ионной 
ловушкой высокого разрешения Орбитрэп  [34–36] 
в лабораторную практику метод AMT перестал 
широко использоваться. При этом сама концеп-
ция DDA, в котором ионы пептидов, детектируе-
мые в спектрах МС1, последовательно изолируют-
ся в радиочастотной ионной ловушке гибридного 
масс-спектрометра и накапливаются до количе-
ства, достаточного для получения полноценного 
спектра фрагментации, подразумевает использо-
вание длинных градиентов ВЭЖХ. Даже в случае 
многочасовых разделений гидролизатов протео-
мов, доходящих до 10  часов в отдельных экспе-
риментах  [37], идентифицируется только малая 
часть регистрируемых в МС1 и доступных для 
анализа пептидов  [38–40]. Тем не менее DDA стал 
основным методом количественного полнопро-
теомного анализа в последние годы с глубиной 
покрытия протеома, достигающей в ряде работ 
10  000 и более белковых идентификаций  [16,  37, 
41,  42]. Несмотря на очевидную важность полу-
чения как можно большей глубины анализа про-
теома, нельзя также не указать и на очевидную 
проблему: огромные затраты инструментального 
времени для анализа одного образца, особенно в 
случае использования интенсивного префракцио-
нирования анализируемых смесей  [41, 43–47].

МЕТОД ИНФОРМАЦИОННО  
НЕЗАВИСИМОГО АНАЛИЗА  

В УЛЬТРАБЫСТРОЙ ПРОТЕОМИКЕ

Одним из наиболее очевидных методов уль-
тракороткой протеомики стал метод информаци-
онно независимого анализа (DIA)  [13]). В отличие 
от DDA, в этом методе отсутствует стадия после-
довательного отбора ионов-предшественников по 
точной измеренной массе МС1 для последующей 
изоляции, накопления и фрагментации, которая 
является одной из основных причин использо-
вания длинных градиентов разделения. Вместо 
этого в DIA накопление и фрагментация ионов 
осуществляются в широком окне масс с после-
дующим перестроением накопительного устрой-
ства на соседнее окно и т.д. (рис.  3). В результате 
практически все прекурсорные ионы, присут-
ствующие в МС1, фрагментируются в серии таких 
окон (стандартно, размером в 20–25  Тh), покрыва-

ющих весь диапазон m/z детектирования ионов 
пептидов. Понятно, что спектры фрагментации в 
таких окнах являются смешанными (или, как ещё 
говорят, обладают высоким уровнем мультиплекс-
ности), с одновременным присутствием фрагмен-
тов от десятков ионов пептидов, что ставит перед 
экспериментаторами непростую задачу их интер-
претации (деконволюции). Каждой серии таких 
окон соответствует предварительно зарегистриро-
ванный масс-спектр МС1 и время элюирования. 
Последнее является также одним из ключевых па-
раметров для последующей деконволюции спек-
тров фрагментации и идентификации пептидов. 
Размер окон и, соответственно, эффективность 
деконволюции спектров фрагментации опреде-
ляется характеристиками масс-анализатора. Так, 
комбинация масс-анализатора Орбитрэп и ана-
лизатора Astral (ASymmetric TRAck Lossless) позво-
лила уменьшить окна фрагментации до 2  Th, что 
фактически стирает границу между методами DIA 
и DDA в полнопротеомном анализе  [48,  49].

Описанная выше схема DIA является его наи-
более широко используемой реализацией, назы-
ваемой SWATH-MS (Sequential Window Acquisition 
of All THeoretical Mass Spectra [50]). Основным пре-
имуществом этого метода является преодоление 
проблемы стохастичности данных в стандартном 
подходе на основе DDA, связанной с выбором 
ограниченного количества наиболее интенсив-
ных в данном масс-спектре ионов-предшествен-
ников для селективного накопления и фрагмента-
ции. Результатом является существенно меньший 
уровень пропущенных значений интенсивностей 
пептидов, что делает DIA альтернативой DDA в 
количественной протеомике  [51]. Одновременно, 
поскольку в DIA происходит фрагментация всех 
ионов прекурсоров в ограниченном числе окон, 
этот метод позволяет работать с более короткими 
градиентами ВЭЖХ  [52]. Дальнейшая оптимиза-
ция окон изоляции позволила увеличить глубину 
анализа протеомов с использованием ультрако-
ротких градиентов разделения  [53,  54]. Дополни-
тельное разделение ионов пептидов по ионной 
подвижности продемонстрировало возможность 
идентифицировать в 5  нг гидролизата HeLa более 
1000 белков в режиме DIA и 5-минутных градиен-
тов ВЭЖХ  [55].

Одним из сдерживающих факторов в раз-
витии DIA в качестве рутинно используемого ме-
тода ультрабыстрого полнопротеомного анализа 
являлся высокий уровень мультиплексности масс-
спектров фрагментации, что требует сложных 
алгоритмов обработки данных и деконволюции 
спектров. Стандартным решением этой пробле-
мы являлось использование библиотек спектров 
фрагментации для анализируемого пула образцов. 
Такие библиотеки создавались с использованием  
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Рис. 3. Схема работы метода DIA. Вместо изолирования для последующей фрагментации отдельных ионов-
предшественников, регистрируемых в масс-спектрах первого уровня, МС1, весь диапазон масс делится на 
широкие окна, в которых осуществляется накопление и фрагментация всех присутствующих в них ионов. 
Таким образом, DIA позволяет получить спектры фрагментации для всех ионов-предшественников, потен-
циально присутствующих в образце

глубокого полнопротеомного анализа методом 
DDA, что, в свою очередь, делало DIA не в пол-
ной мере информационно независимым. Помимо 
очевидных затрат инструментального времени на 
получение таких библиотек, что превращает DIA 
в условно быстрый метод протеомного анализа, 
использование экспериментальных библиотек 
существенно сдерживало использование DIA в 
межлабораторных и клинических исследованиях. 
Наконец, остаётся базовая проблема такого под-
хода  – невозможность идентифицировать пепти-
ды, спектры фрагментации которых в библиотеке 
отсутствуют. Прогресс в разработке алгоритмов 
на основе машинного обучения для предсказания 
спектров фрагментации и времён удерживания 
пептидов in  silico позволил решить эту пробле-
му [56–58]. Тем не менее крайне высокий уровень 
мультиплексности спектров в результате интерфе-
ренции спектров фрагментации от разных одно-
временно элюируемых ионов-предшественников 
существенно усиливается в случае использования 
коротких градиентов разделения. До недавнего 
времени это делало невозможным извлечение 
сколь-либо значимого количества идентифика-
ций в таких спектрах и ограничивало использо-
вание DIA в приложениях, требующих анализа 
больших выборок образцов. Эти проблемы были 
учтены в недавней разработке алгоритма DIA-NN, 
основанного на использовании нейронных сетей 
для различения сигналов ионов фрагментов и 

шума в масс-спектрах, а также использующего 
новые стратегии для извлечения количествен-
ной информации и выравнивания хроматограмм 
по идентифицируемым пептидам образца  [59].  
В ходе работы алгоритма DIA-NN каждый пик 
элюирования ионов-предшественников описыва-
ется набором индексов, и через процедуру итера-
ций на основе линейного классификатора опреде-
ляется наилучший кандидат на пик элюирования 
того или иного иона. Ключевым этапом работы 
алгоритма является присвоение статистической 
значимости (q-value) идентифицированным пред-
шественникам, которая рассчитывается для це-
левых и ложных кандидатов на основе характе-
ристик соответствующих пиков элюирования с 
использованием глубокой нейронной сети. Воз-
можности алгоритма DIA-NN для использования 
в ультракоротком полнопротеомном анализе в 
полной мере были продемонстрированы на при-
мере реализации метода ScanningSWATH  [60,  61]. 
Технически этот метод заключается в замене 
последовательного выбора окон изоляции пеп-
тидов, в которых осуществляется фрагментация, 
непрерывным сканированием в широком окне 
m/z первого изолирующего ионы радиочастот-
ного квадруполя масс-спектрометра по всему 
диапазону масс с одновременной фрагментацией 
поступающих из него ионов-предшественников в 
столкновительном радиочастотном квадруполе. 
Таким образом, создаётся дополнительная размер-
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ность для сопоставления спектров фрагментации 
и кандидатов-предшественников в последующей 
деконволюции сильно интерферирующих тан-
демных масс-спектров и идентификации пепти-
дов алгоритмом DIA-NN. В недавней совместной 
работе создателей метода ScanningSWATH и раз-
работчиков алгоритма DIA-NN была продемон-
стрирована ранее недостижимая возможность 
его использования в режиме ультракоротких, 
порядка 0,5–5  мин, градиентов ВЭЖХ-разделения 
протеолитических смесей пептидов при глубине 
анализа протеомов клеточных линий человека, 
достигающей нескольких тысяч белков  [61]. Сле-
дует отметить, что для работы метода в режиме 
ультракоротких градиентов с целью сохранения 
разрешающей способности хроматографического 
разделения сложных смесей необходимо исполь-
зование микропотоковой ВЭЖХ (порядка несколь-
ких сотен мкл/мин), что, в свою очередь, приво-
дит к большим затратам образца (до нескольких 
мкг гидролизата протеомов клеточных линий 
человека).

Реализация метода DIA в режиме ультра-
короткого разделения наиболее естественна для 
времяпролётных масс-анализаторов, которые в 
настоящее время позволяют получать масс-спек-
тры в широком диапазоне m/z с разрешением 
пиков в спектрах 50  000 и выше и частотой ска-
нирования порядка 100  Гц, что на порядок пре-
восходит производительность масс-анализаторов 
высокого разрешения на основе ионных ловушек. 
Одним из примеров использования времяпро-
лётного масс-анализатора высокого разрешения 
для ультракороткого полнопротеомного анализа 
является комбинация дополнительного разделе-
ния ионов-предшественников по ионной подвиж-
ности в режиме удерживания ионов в градиенте 
электрического поля (TIMS, Trapped Ion Mobility 
Spectrometry  [62,  63]) с методом параллельного 
накопления и последовательной фрагментации 
ионов пептидов (PASEF, Parallel Accumulation 
SErial Fragmentation  [64]). В TIMS ионы пептидов, 
элюируемых с колонки ВЭЖХ и ионизируемых в 
источнике ионизации, поступают в дрейфовую 
камеру, в которой удерживаются в радиальном 
направлении постоянным электрическим полем, 
компенсирующим их дрейф в столкновениях 
с  молекулами газа-носителя, и, соответственно, 
разделяются по ионной подвижности. Вместо 
выбора массы одного иона-предшественника для 
фрагментации реализуется синхронизированное 
с работой камер ионной подвижности измене-
ние параметров радиочастотного квадруполя для 
изолирования и фрагментации ионов с выделен-
ными значениями или диапазоном m/z. Один шаг  
изменения напряжённости удерживающего элек-
трического поля в камере TIMS длительностью 

50  мс позволяет получить спектры фрагмента-
ции нескольких ионов пептидов. PASEF много-
кратно увеличивает скорость наработки спек-
тров фрагментации без потери чувствительности 
анализа  [65]. Реализация комбинации TIMS-TOP/
PASEF в режиме DIA-анализа (dia-PASEF), а также 
использование алгоритма DIA-NN для обработки  
данных продемонстрировало возможность осу-
ществления полнопротеомного анализа с глуби-
ной в несколько тысяч идентифицированных бел-
ков клеточных линий человека со скоростью до 
400 образцов в сутки инструментального времени 
(3  минуты градиента ВЭЖХ)  [66].

МЕТОД ПРЯМОГО ВВОДА ОБРАЗЦА DISPA

Одним из логичных шагов в развитии мето-
дов ультракороткой протеомики и упрощения 
инструментальной составляющей самого анализа 
является отказ от хроматографического разделе-
ния протеолитических смесей в реальном вре-
мени. Сам подход, конечно, не является чем-то 
уникальным и использовался в практике анали-
за протеомов более полутора десятков лет  [67]. 
Однако его ранние реализации осуществлялись 
на масс-анализаторах низкого разрешения и точ-
ности измерения масс при отсутствии как раз-
витых инструментов поиска идентификаций, 
так и каких-либо возможностей дополнитель-
ного разделения ионов, например, по ионной 
подвижности. Несколько лет назад с развитием 
масс-спектрометрических технологий, появле-
нием масс-анализаторов высокого разрешения, а 
также методов быстрого разделения ионов в газо-
вой фазе по ионной подвижности концепция пря-
мой подачи протеолитической смеси в источник 
ионизации без предварительного хроматографи-
ческого разделения приобрела новое звучание 
в методе скорострельного протеомного анализа 
на основе прямого ввода (DISPA, Direct Infusion 
Shotgun Proteomic Analysis) [68]. Технически реали-
зация метода довольно проста: протеолитическая 
смесь подаётся в нанопотоковом режиме напря-
мую со шприца с пробой в источник ионизации 
масс-спектрометра. В качестве дополнительной 
размерности используется разделение ионов по 
ионной подвижности. Сам анализ осуществляет-
ся методом DIA. Понятно, что мультиплексность 
спектров фрагментации в этом случае более чем 
на порядок выше, чем в случае разделения ВЭЖХ, 
что, соответственно, ограничивает достижимую 
глубину анализа протеома. Так, в указанной ра-
боте удалось достичь глубины порядка 500 белков 
для протеома клеточной линии человека. Однако 
эта глубина была достигнута за несколько минут 
экспериментального времени, что позволило 
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авторам проанализировать 132 образца за 4,5 часа 
(3  минуты на образец) с количественной иденти-
фикацией более 300  белков. Отсутствие возмож-
ности «привязки» пиков фрагментов к хромато-
графическим временам с целью эффективной 
деконволюции получаемых тандемных спектров 
с крайне высоким уровнем мультиплексности 
существенно ограничивало возможности метода 
DISPA при использовании стандартных, ВЭЖХ-
ориентированных алгоритмов обработки дан-
ных. Чтобы преодолеть эти ограничения, было 
разработано программное обеспечение на основе 
алгоритма CsoDIAq (Cosine similarity optimization 
for DIA qualitative and Quantitative analysis  [69]). 
Использование этого алгоритма для работы с дан-
ными DISPA позволило продемонстрировать глу-
бину анализа протеомов клеточных линий чело-
века (HeLa и 293Т) порядка 2000  белков в одном 
прогоне образца с суммарными затратами экспе-
риментального времени порядка нескольких ми-
нут  [70]. Также в этой работе были продемонстри-
рованы возможности метода для количественного 
анализа больших выборок образцов. В частности, 
96 образцов протеома клеточных линий человека, 
обработанных лекарственным соединением, были 
проанализированы за 8  часов с глубиной около 
1000 количественно идентифицированных бел-
ков. Следует отметить, что метод DISPA является 
интересной альтернативой стандартным подхо-
дам к ультракороткому полнопротеомному ана-
лизу на основе ВЭЖХ, однако находится в началь-
ной стадии своего развития. Ограничения метода 
вытекают из крайней сложности протеолитиче-
ских смесей (если речь идёт о полнопротеомном 
анализе), в которых одновременно могут присут-
ствовать миллионы индивидуальных пептидных 
последовательностей в динамическом диапазоне 
концентраций, достигающем нескольких поряд-
ков (более 10  порядков в случае, например, про-
теома плазмы крови человека). Эти ограничения 
влияют как на общее число идентификаций, так 
и на точность количественного анализа. Высокий 
динамический диапазон концентраций пептидов 
приводит к сильному эффекту подавления ионов 
низкоконцентрационных пептидов в источнике 
ионизации и в накопительной ионной ловушке. 
К ограничениям метода следует отнести низкое 
покрытие последовательностей идентифицируе-
мых белков из-за низкой эффективности декон-
волюции смешанных тандемных масс-спектров, 
а также сложности контроля уровня ложно-
положительных идентификаций в результатах 
анализа. Тем не менее метод DISPA продолжает 
демонстрировать свою потенциально высокую 
эффективность как метод ультрабыстрого про-
теомного анализа. Так, в совсем недавней работе 
была продемонстрирована производительность в 

1000 образцов в сутки (1,4 минуты на образец) на 
примере профилирования белков плазмы крови в 
короне наночастиц с идентификацией 280 белков, 
из которых 44 являлись подтверждёнными био-
маркерами различных патологий  [71].

МЕТОД ПРЯМОЙ ИДЕНТИФИКАЦИИ БЕЛКОВ

Как уже было отмечено выше, одной из при-
чин длительности классического полнопротеом
ного анализа с использованием метода DDA 
является необходимость получения спектров 
фрагментации от как можно большего количе-
ства ионов пептидов, элюируемых из хромато-
графической колонки. Доминирующим методом 
фрагментации является диссоциация пептидов 
в столкновениях с молекулами газа-носителя по 
связям -CO-NH- между остатками аминокислотной 
последовательности с образованием преимуще-
ственно y- и b-серий фрагментов. Процесс столк-
новительной диссоциации пептидов является 
эргодическим, требующим времени для разрыва 
связей. Кроме того, для повышения информатив-
ности спектров фрагментации и, соответственно, 
большей точности идентификации последова-
тельности пептида желательно получить как 
можно большее количество ионов фрагментов, 
что также требует времени на накопление изо-
лируемых для этой цели ионов-предшественни-
ков. Таким образом, в процессе анализа протео-
литической смеси на каждый МС1 в широком 
диапазоне m/z, регистрируемый для всех ионов 
пептидов, элюируемых в данный конкретный 
момент времени, в методе DDA идёт последова-
тельный отбор ограниченного количества наи-
более интенсивных пиков ионов-предшествен-
ников, их накопление и фрагментация. В случае 
протеомов сложных организмов анализируемая 
протеолитическая смесь может содержать мил-
лионы индивидуальных пептидных последова-
тельностей. Соответственно, чтобы увеличить 
количество отбираемых на фрагментацию ионов 
пептидов и, следовательно, глубину протеомного 
анализа, а также учесть временные ограничения, 
накладываемые скоростями накопления ионов и 
получения тандемных масс-спектров, использу-
ются многочасовые градиенты ВЭЖХ. Таким обра-
зом, для решения проблемы повышения произ-
водительности полнопротеомного анализа была 
создана концепция прямой масс-спектрометриче-
ской идентификации белков, в которой отсутству-
ет стадия фрагментации ионов пептидов. Белки  
идентифицируются напрямую из МС1 на основе 
точно измеряемых масс всех представленных 
в них ионов с учётом специфичности гидро-
лиза. При этом распределение интенсивностей 
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Рис. 4. Схема реализации метода DirectMS1. Ключевым фактором эффективности метода является использо-
вание алгоритмов машинного обучения для предсказания времён элюирования пептидов и классификации 
правильных и ложных идентификаций на основе совокупности комплементарных данных, таких как спек-
тральный профиль иона пептида по изотопу углерода 13С, времена элюирования, ионная подвижность (при 
использовании дополнительного разделения по ионной подвижности) и точные массы пептидов

регистрируемых пиков иона пептида в масс-
спектре, соответствующих разному содержанию 
в последовательности изотопа 13С (спектральный 
профиль иона пептида), даёт информацию, специ-
фичную по отношению к атомному составу пеп-
тида  [72]. Также времена хроматографического 
элюирования являются специфичными по отно-
шению к аминокислотным последовательностям 
пептидов  [73–75], включая пептиды с модифика-
циями остатков  [76,  77]. Таким образом, МС1 по-
зволяют извлекать набор комплементарных дан-
ных о последовательности и элементном составе 
пептидов. Понятно, что отказ от фрагментации 
пептидов снижает возможности их идентифи-
кации в силу существенно более низкой специ-
фичности хроматографических времён к амино-
кислотной последовательности по сравнению с 
тандемными масс-спектрами. В то же время отказ 
от стадии фрагментации позволяет существенно 
сократить время анализа за счёт возможности 
использования коротких градиентов ВЭЖХ.

Концепция прямой масс-спектрометрической 
идентификации белков была реализована в ме-
тоде DirectMS1, который уже в первых работах 
продемонстрировал глубину полнопротеомного 
анализа более 1000  белков при использовании 
5-минутных градиентов разделения  [78]. Схема 
реализации метода представлена на рис.  4. Масс-
анализатор работает в режиме непрерывной ре-
гистрации МС1 в течение всего времени гради-

ентного элюирования протеолитической смеси. 
Скорость получения МС1 зависит от типа масс-
анализатора и требований к разрешению масс 
в спектрах и точности их измерения. Эти требо-
вания высоки, и метод работает только с масс-
анализаторами высокого разрешения: не менее 
100  000 по массам и менее 1  ppm по точности 
их измерения. Важным условием эффективности 
метода является также производительность масс-
анализатора. Так, современные масс-анализаторы 
на основе ионной ловушки Орбитрэп позволяют 
получать до 10  спектров в секунду с указанными 
выше масс-спектральными характеристиками. 
Ещё одним ключевым фактором достижения вы-
сокой эффективности метода является точность 
предсказания времён элюирования пептидов, ко-
торая сравнивается с экспериментальными вре-
менами и используется в алгоритме обработки 
данных DirectMS1 для различения правильных 
и ложных идентификаций. До недавнего време-
ни существовало несколько моделей и алгорит-
мов предсказания времён элюирования пепти-
дов с точностью предсказания (по корреляции 
экспериментальных и предсказанных времён) 
R2  ~  0,96  [32]. В последние годы с развитием алго-
ритмов машинного обучения появились модели 
предсказания времён элюирования пептидов на 
их основе с существенно более высокой точно-
стью. В частности, в алгоритме поиска DirectMS1 
используется модель предсказания DeepLC,  
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которая позволила существенно увеличить глуби-
ну анализа протеома до более 2000 при использо-
вании 5-минутных градиентов ВЭЖХ и 7,5  минут 
общих затрат времени на один эксперименталь-
ный прогон  [79]. Дополнительное увеличение 
количества идентифицируемых белков даёт раз-
деление пептидов по ионной подвижности. Реа-
лизация метода DirectMS1 не требует каких-либо 
существенных изменений в инструментальной 
составляющей, за исключением необходимости 
использования более высоких потоков ВЭЖХ, до 
1  мкл/мин и более, с целью поддержания хрома-
тографического разрешения в условиях ультра-
коротких градиентов. Ключевыми элементами 
метода являются программные средства для обра-
ботки масс-спектров ионов пептидов, ранжирова-
ние идентификаций, соотнесение их с белками 
в соответствующих базах данных и определение 
уровня достоверности. Эту работу выполняют ал-
горитмы определения спектральных профилей 
ионов пептидов в масс-спектрах первого уровня, 
такие как Biosaur [80] и алгоритм прямой иденти-
фикации белков ms1searchpy  [81], основанный на 
использовании алгоритмов машинного обучения 
и интегрированный с моделями предсказания 
времён элюирования пептидов. Следует отметить, 
что недостатком метода прямой масс-спектро-
метрической идентификации белков DirectMS1 
является отсутствие контроля FDR на пептид-
ном уровне. По оценкам авторов метода уровень 
ложноположительных идентификаций пептидов 
может достигать 30%  [78]. Важно, что в режиме 
ультракоротких градиентов, в отличие от подхо-
дов на основе МС/МС, метод DirectMS1 позволяет 
идентифицировать белки с существенно (почти 
на порядок) большим покрытием их аминокис-
лотных последовательностей. Это, в свою очередь, 
даёт более точные измерения относительного 
содержания белков. В частности, было показано, 
что, несмотря на меньшую глубину покрытия 
протеома, метод DirectMS1 позволяет получать 
результаты количественной протеомики ультра-
короткого анализа, включая идентификацию диф-
ференциально экспрессированных белков в зада-
чах поиска специфического отклика клеток на 
химическое или лекарственное воздействие  [82]. 
Эти результаты сравнимы с полученными мето-
дами DIA и DDA на основе длинных градиентов 
ВЭЖХ  [20].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На данный момент происходит активное 
развитие полнопротеомного масс-спектрометри-
ческого анализа и его использование во многих 

областях постгеномных исследований. При этом 
производительность анализа, который в типич-
ном случае занимает часы экспериментального 
времени на количественное профилирование 
одной протеолитической смеси, является одним 
из основных сдерживающих факторов использо-
вания протеомики в большом круге современ-
ных областей биомедицины, включая разработку 
новых и перетаргетирование существующих ле-
карственных препаратов, персонализированную 
медицину, популяционную и клиническую про-
теомику, протеомику единичных клеток и др.  
При этом развитие технологий высокопроизводи-
тельной масс-спектрометрии высокого разреше-
ния и точности измерения масс, а также новых 
методов обработки масс-спектрометрических дан-
ных, основанных на алгоритмах машинного об-
учения, позволило вывести производительность 
на уровень нескольких сотен полнопротеомных 
анализов в сутки. Эти возможности в протео-
мике были реализованы буквально за несколь-
ко последних лет, и в настоящее время методы 
ультракороткой протеомики испытывают период 
бурного развития и становятся доминирующими 
подходами в решении многих из перечисленных 
выше задач. Такие методы, как DIA, DirectMS1 и 
DISPA, позволяют не только сократить время ана-
лиза более чем на порядок, но и увеличить его 
глубину до невозможных ещё десятилетие назад 
2000–5000  белков, идентифицируемых за 3–5  ми-
нут суммарных затрат экспериментального време-
ни. Дальнейшее развитие технологий и методов 
ультракороткого протеомного анализа позволит 
с меньшими затратами времени проводить мас-
штабные исследования на больших выборках 
образцов, что позволяет более точно определять 
механизмы взаимодействия белков между собой 
и изменения в клетках на протеомном уровне  
в результате патологического процесса, химио-
терапевтического или внешнего воздействия.
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The current stage of development of proteomic research in the field of biology, medicine, development 
of new drugs, population screening, or personalized approaches to therapy dictates the need to ana-
lyze large sets of samples within the reasonable experimental time. Until recently, mass spectrometry 
measurements in proteomics were characterized as unique in identifying and quantifying cellular 
protein composition, but low throughput, requiring many hours to analyze a single sample. This was 
in conflict with the dynamics of changes in biological systems at the whole cellular proteome level 
upon the influence of external and internal factors. Thus, the low speed of whole proteome analysis 
has become the main factor limiting the developments in functional proteomics, where it is neces-
sary to annotate the intracellular processes not only in a wide range of conditions, but also over  
a long period of time. The enormous level of heterogeneity of tissue cells or tumors, even of the same 
type, dictates the need to analyze the biological system at the level of individual cells. These studies 
involve obtaining molecular characteristics for tens, if not hundreds of thousands of individual cells, 
including their whole proteome profiles. The development of mass spectrometry technologies providing 
high resolution and mass measurement accuracy, predictive chromatography, new methods for peptide 
separation by ion mobility and processing proteomic data based on artificial intelligence algorithms 
have opened a way for significant, if not radical, increase in the throughput of whole proteome analy-
sis and led to the implementation of the novel concept of ultrafast proteomics. Work done just in the 
last few years has demonstrated proteome-wide analysis throughput of several hundred samples per 
day at a depth of several thousand proteins, levels unimaginable three or four years ago. The review 
examines the background of these developments, as well as modern methods and approaches that 
implement ultrafast analysis of the entire proteome.
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Оптогенетика как метод светоуправляемой регуляции клеточных процессов базируется на при-
менении канальных родопсинов, напрямую генерирующих фотоиндуцированные токи. Наи-
большее количество генов канальных родопсинов идентифицировано у зеленых микроводорос-
лей Chlorophyta, и запрос на увеличение числа функционально охарактеризованных канальных 
родопсинов и разнообразие их фотохимических параметров постоянно растет. Мы  провели 
экспрессионный анализ генов катионных канальных родопсинов  (CCR) в природных изолятах 
микроводорослей родов Haematococcus и Bracteacoccus из уникальной зоны Полярного круга. 
Обнаруженный полноразмерный CCR транскрипт Haematococcus lacustris является продуктом 
альтернативного сплайсинга и кодирует белок Hl98CCR2, не обладающий фотохимической 
активностью. 5′-Концевой фрагмент транскрипта CCR Bracteacoccus aggregatus кодирует белок 
Ba34CCR, содержащий консервативный мембранный домен ТМ1–ТМ7 и короткий участок цито-
зольного фрагмента. При гетерологичной экспрессии фрагмента ТМ1–ТМ7 в  культуре клеток 
СНО-К1 наблюдалась светозависимая генерация тока, параметры которого соответствуют харак-
теристикам  CCR. Впервые обнаруженный функциональный канальный родопсин Bracteacoccus 
не имеет близких гомологов CCR и может представлять интерес в качестве кандидата для опто-
генетики.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: канальные родопсины, зеленые водоросли, светоиндуцированный ток, опто-
генетика.

DOI: 10.31857/S0320972524080023 EDN: KEECUH

Принятые сокращения: CCR  – катионные каналь-
ные родопсины; RACE  – метод быстрой амплифика-
ции концов  кДНК.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Канальные родопсины представляют особую 
группу интегральных мембранных ретиналь-свя-
зывающих белков, которые в ответ на активацию 
светом напрямую осуществляют пассивный ион-
ный транспорт, в отличие от остальных родопси-
нов (в частности, зрительных), регулирующих 
ионные каналы опосредованно, через активацию 
энзиматических каскадов  [1]. В  природе каналь-
ные родопсины обнаружены преимущественно у 

подвижных фототрофных организмов, микроводо-
рослей Chlorophyta и Cryptophyta, где выполняют 
функции фоторецепторов, участвующих в фото-
таксисе. Впервые фотоэлектрический ответ при 
фототаксисе in  vivo был показан на клетках зеле-
ной водоросли Haematococcus pluvialis  [2] и впо-
следствии детально изучен на зеленой водоросли 
Chlamydomonas reinhardtii  [3]. Идентифицирован-
ные фоторецепторы CrChR1 и CrChR2 C.  reinhardtii 
являются катионными канальными родопсина-
ми  (CCR) и различаются как по параметрам фото-
индукции, так и по кинетике фотоэлектрического 
ответа  [3,  4]. Предполагается, что основную роль 
при фототаксисе выполняет CrChR2, в то время 
как CrChR1 участвует в защите от света высокой 
интенсивности.
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Благодаря своим уникальным качествам ка-
нальные родопсины нашли широкое применение 
в оптогенетике  – методе светоуправляемой регу-
ляции процессов в клетке. В  оптогенетическом 
эксперименте при гетерологичной экспрессии в 
клетках-мишенях гены канальных родопсинов и 
ионных помп со специфичностью к катионам и 
анионам обеспечивают деполяризацию и гипер-
поляризацию клеточной мембраны и позволя-
ют таким образом регулировать нейрональную 
активность  [5]. Несмотря на огромный прогресс 
в поиске новых генов канальных родопсинов 
методами геномного анализа, количество генов, 
кодирующих белки с экспериментально подтвер-
жденной функциональной активностью, все еще 
очень ограничено [6]. В результате до сих пор для 
оптогенетических исследований наиболее изучен-
ным и применяемым в различных модификациях 
остается катионный канальный родопсин CrChR2 
зеленой водоросли C.  reinhardtii.

Наш проект нацелен на поиск новых генов ка-
нальных родопсинов у одноклеточных водорослей 
Chlorophyta и Cryptophyta Беломорского бассейна и 
базируется на уникальной коллекции природных 
изолятов микроводорослей NAMSU (https://depo.
msu.ru/open/public/search?collection=algabiotech), 
созданной на кафедре биоинженерии биологи-
ческого факультета МГУ. Представленные здесь 
результаты получены в продолжение нашего ис-
следования по поиску новых CCR в зеленых водо-
рослях Haematococcus и Bracteacoccus. Ранее с по-
мощью разработанного нами ПЦР-теста впервые 
было показано наличие гена CCR (34CCR) в мик-
роводоросли рода Bracteacoccus; также в двух изо-
лятах Haematococcus lacustris были обнаружены 
гены CCR (37CCR и негомологичные гены 98CCR1, 
98CCR1-1), соответствующие уже идентифициро-
ванным генам CCR H.  lacustris  [7]. Таким образом, 
данный ПЦР-тест оказался эффективен не только 
для анализа таксономической группы на присут-
ствие генов  CCR, но и для анализа мультигенных 
семейств  CCR.

Для изучения экспрессии обнаруженных 
CCR-генов Haematococcus и Bracteacoccus были по- 
лучены их транскрипты, проведен структур-
ный анализ их белковых продуктов (Hl98CCR2 
и  Ba34CCR) и определена функциональная актив-
ность Hl98CCR2 и Ba34CCR при гетерологичной 
экспрессии в культуре клеток китайского хомяч-
ка СНО-К1. Мы показали, что белки Hl98CCR2 и 
Ba34CCR содержат 7  консервативных мембран- 
ных участков (ТМ1–ТМ7) трансмембранной лока-
лизации и способны к образованию гомодимеров, 
что типично для пространственной структуры ка-
нальных родопсинов. В  электрофизиологических 
экспериментах с трансфицированными клетками 
СНО-К1 по методике пэтч-кламп было показано, 

что экспрессируемый белок Ba34CCR способен к 
светозависимой генерации тока и по параметрам 
сопоставим с катионным канальным родопсином 
CrChR2 C.  reinhardtii. Таким образом, мы впервые 
обнаружили и охарактеризовали функциональ-
ный катионный канальный родопсин из зеленой 
микроводоросли Bracteacoccus.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Происхождение штаммов зеленых водо-
рослей (Chlorophyta) и условия культивиро-
вания подробно описаны ранее  [7]. Для выде-
ления тотальной РНК использовали активно 
растущие культуры H.  lacustris NAMSU-BM-7/15 и 
B.  aggregatus NAMSU-BM-5/15 в среде BG-11 при ин-
кубации в течение 1–2 недель при 25  °С и освеще-
нии белым светом 40  мкмоль квантов ФАР м−2·с−1.

Выделение РНК и получение CCR-специфи-
ческих транскриптов. Суммарную РНК выделяли 
из 5–10 мл культур с помощью набора RNeasy plus 
(«Qiagen», США). Для экстракции РНК образцы 
(~100  мг сырого веса) лизировали механическим 
разрушением в дезинтеграторе FastPrep-24™  5G 
(«MP  Biomedicals», США) в присутствии микробу-
син Lysing Matrix type  A. Для приготовления кДНК 
брали 250  нг  РНК; полноразмерные транскрипты 
получали по методу быстрой амплификации кон-
цов кДНК  (RACE) с использованием набора Мint–
RАСЕ («Евроген», Россия). Полученные ПЦР-про-
дукты анализировали электрофорезом в 1%-ной 
агарозе и элюировали из геля с помощью набора 
Cleanup Mini («Евроген»). Далее, ПЦР-продукты 
секвенировали по методу Сэнгера (ЦПК «Геном» 
при ИМБ  РАН, Россия), последовательности вы-
равнивали и совмещали по участкам гомологии 
(BLASTn,  NCBI).

Структурно-функциональные характери-
стики транслированных продуктов CCR-специ-
фических транскриптов и 3Д-моделирование. 
Для анализа транслированных аминокислот-
ных последовательностей продуктов получен-
ных CCR-транскриптов использовали построе-
ние гомологии с ранее идентифицированными 
белками CCR Chlorophyta методом множествен-
ного выравнивания CLUSTAL Omega (https://www.
ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 3Д-Моделирование 
выполняли в программе SWISS-MODEL (https:// 
swissmodel.expasy.org/) с использованием кристал-
лической структуры CrChR2 C.  reinhardtii в каче-
стве матрицы.

Гетерологичная экспрессия родопсинов в 
культуре клеток СНО-К1. Конструирование экс-
прессионных плазмид. Для экспрессии в клет- 
ках млекопитающих нуклеотидные последова-
тельности транскриптов Hl98CCR2 (полная рамка  
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считывания, 350  а.о.) и Ba34CCR (1–295  а.о.) были 
кодон-оптимизированы (GeneArt; «Thermo Fisher 
Scientific», США), выполнен химический синтез 
обоих генов («Евроген») и проведено их субклони-
рование в экспрессионный вектор pcDNA3.1 eYFP[8] 
по рестрикционным сайтам BamHI  и  NotI.

Трансфекция экспрессионных плазмид в 
культуру клеток СНО-К1. Для гетерологичной 
экспрессии белков Ba34CCR и Hl98CCR2 исполь-
зовали иммортализованную линию эпителиаль-
ных клеток яичников китайского хомячка Crice
tulus griseus СНО-К1 (Chinese Hamster Ovary cells).  
Трансфекцию клеток экспрессионными векторами 
pcDNA3.1  eYFP.  Ba34CCR и pcDNA3.1  eYFP.  Hl98CCR2 
выполняли с использованием реагента Lipo
fectamine® LTX with Plus™ Reagent («Thermo Fisher 
Scientific»). Маркером успешной трансфекции 
являлась флуоресценция клеток под действием 
света при длине волны 490  нм. Трансфицирован-
ные клетки содержали в стандартных условиях 
культивирования в питательной среде DMEM/F12 
(«Gibco», «Thermo Fisher Scientific», США) с добав-
лением 10%  эмбриональной бычьей сыворотки 
(FBS; «HyClone», США), 2  мМ  глутамина («Sigma-
Aldrich», США) и 100  мкг/мл пенициллин-стреп-
томицина («Gibco», «Thermo Fisher Scientific») 
при 37  °C в атмосфере 21%  О2 и 5%  СО2. Через 
24  ч после трансфекции в культуральную среду 
добавляли 1  мкМ транс-ретиналя R2500 («Sigma- 
Aldrich»).

Флуоресцентная микроскопия экспрессиро
ванных родопсинов. Для определения локали
зации экспрессированных белков Ba34CCR и 
Hl98CCR2 трансфицированные клетки линии 
СНО-К1 обрабатывали флуоресцентными краси-
телями, специфическими для цитоплазматиче-
ских мембран (CellBrite Red; «Biotium», Велико-
британия) и ядер (Hoechst  33342, «Thermo Fisher 
Scientific»). Для этого клетки инкубировали с 
10  мкМ CellBrite Red в нормальной среде, содержа-
щей 1%  ДМСО и 5  мкг/мл Hoechst 33342, в течение 
15  мин, дважды промывали буфером  PBS и один 
раз  – DMEM. Прижизненные изображения были 
получены с использованием системы жизнеобес-
печения на микроскопе Eclipse Ti-E с конфокаль-
ным модулем  А1 («Nikon Corporation», Япония) и 
объективом Apo TIRF 63×/1,49. Все захваты изобра-
жений были получены при одинаковых настрой-
ках динамического диапазона.

Определение фотоэлектрической актив-
ности родопсинов Ba34CCR и Hl98CCR2. Элек-
трофизиологические эксперименты проводили 
через 48  ч после трансфекции. Светоиндуцирован- 
ный ток Hl98CCR2  (I98) или Ba34CCR  (I34) регистри-
ровали в трансфицированных клетках СНО-К1 
с помощью техники пэтч-кламп в конфигура-
ции whole-cell в режиме фиксации потенциала.  

Использовали усилитель Axopatch 200А («Molecular 
Devices»,  США).

Покровное стекло с культурой СНО-К1 поме-
щали в экспериментальную камеру и перфузи-
ровали при комнатной температуре (23  ±  0,5  °C) 
раствором следующего состава: 150  мМ  NaCl; 
5,4  мМ  KCl; 1,8  мМ  CaCl2; 1,2  мМ  MgCl2; 10  мМ  глю-
козы; 10  мМ  HEPES (pH  7,6). Для регистрации вы- 
бирали только клетки, испускавшие зеленое 
флуоресцентное свечение при облучении их 
возбуждающим светом с длиной волны 490  нм. 
Пэтч-пипетки сопротивлением 2–2,5  МОм изготов
ляли из боросиликатного стекла («Sutter», США) 
и заполняли раствором следующего состава: 
140  мМ  KCl; 1  мМ  MgCl2; 5  мМ  EGTA; 4  мМ  MgATP; 
10  мМ  HEPES; 0,03  мМ  Na2GTP (pH  7,2). Перед на-
чалом регистрации тока компенсировали ем-
кость пипетки, емкость исследуемой клетки и 
сопротивление доступа, а также выключали как 
проходящий свет, так и свет с длиной волны 
490  нм. При обработке данных амплитуды токов 
нормировали на емкость клетки и выражали  
в  пА/пФ.

Для регистрации I98 и  I34 использовали два 
различных протокола, позволяющих изучить 
соответственно зависимость плотности токов от 
интенсивности возбуждающего света и вольт-
амперную зависимость токов. В  обоих протоко-
лах использовали поддерживаемый потенциал 
–60  мВ. В  первом протоколе устанавливали зна-
чение потенциала, равное 0  мВ, а затем вклю-
чали свет 490  нм на 1  с; возникающий при этом 
выходящий ток являлся светоиндуцированным, 
поскольку ток утечки при потенциале 0  мВ отсут-
ствует. Последовательно подавали свет интенсив-
ностью 1, 2, 3, 5, 10, 20, 50 и 100% от максимально 
возможной для источника света CoolLED pE-100 
(«CoolLED», Великобритания). Абсолютные значе-
ния интенсивности света определяли с помощью 
датчика PM160T («Thorlabs», США). Во втором про-
токоле потенциал ступенчато изменяли от под-
держиваемого потенциала до значений от  –100 
до  +60  мВ с шагом 20  мВ на 2  с, при этом во вре- 
мя каждой из ступенек на 1  с включали свет 
490  нм с интенсивностью 50% от максимума. Све-
тоиндуцированный ток в этом случае вычисляли 
как разность между током в присутствии и при 
отсутствии возбуждающего света при каждом из 
значений мембранного потенциала. В  обоих слу-
чаях измеряли как максимальное (пиковое) зна-
чение светоиндуцированного тока, так и уровень 
плато тока (среднее значение тока в интервале 
500–1000  мс подачи света). Статистическую обра-
ботку результатов и построение графиков про-
водили с помощью программы GraphPad  Prism  7. 
Данные представлены в виде среднего  ±  стандарт-
ная ошибка среднего.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение CCR-транскриптов из зеленых 
микроводорослей Haematococcus и Bractea
coccus. Суммарную РНК Haematococcus и Bractea
coccus выделяли, как описано в разделе «Мате-
риалы и методы», после чего CCR-специфические 
транскрипты получали по методу быстрой ампли-
фикации концов кДНК  (RACE). Процедуру RACE 
выполняли последовательно за 3  раунда ПЦР, 
согласно табл. 1.

В результате проделанной работы были по-
лучены полноразмерный транскрипт гена CCR 
H.  lacustris NAMSU-BM-7/15 и 5′-концевой фрагмент 
транскрипта гена CCR B.  aggregatus NAMSU-BM-5/15.

Транскрипт CCR Haematococcus не является 
продуктом ни одного из идентифицирован-
ных нами генов: 98CCR1 (GenBank:  ON643073.1)  
и 98CCR1-1 (GenBank:  ON643074.1), как предпола
галось исходно, но впоследствии мы идентифи
цировали его как ген 98CCR2 (данные не при- 
ведены). Гомология между полученным тран-
скриптом Hl98CCR2 (GenBank:  PP103616) и геном 
98CCR1 составляет  81,9%.

Нам не удалось получить полноразмерный 
транскрипт гена CCR Bracteacoccus NAMSU-BM-5/15, 
но определено, что 5′-концевой фрагмент тран-
скрипта Ba34CCR (GenBank: PP103617) является 
продуктом ранее идентифицированного гена 
34CCR (GenBank: ON643076.1). К  настоящему вре-
мени транскрипт Ba34CCR целиком прокартиро-
ван по геномной последовательности; установле-
но, что соответствующий участок гена содержит 
4  интрона.

Структурно-функциональные характери-
стики белковых продуктов Hl98CCR2, Ba34CCR 
и 3Д-моделирование. Для определения струк-
турно-функциональных характеристик использо-
вали построение гомологии путем выравнивания 
транслированных аминокислотных последова-
тельностей нативных CCR-транскриптов, полу-

ченных методом гомологичного клонирования [9] 
либо идентифицированных при анализе тран-
скриптомов  [3,  10,  11].

На рис.  1 представлено выравнивание транс-
лированных аминокислотных последовательно- 
стей продуктов генов CCR Haematococcus и их на-
тивных транскриптов. Как показано на рис. 1, про-
дукты Hl37CCR, Hl98CCR1, Hl98CCR2 и Hl98CCR1-1 
содержат 7 мембранных спиралей и консерватив-
ные аминокислотные остатки, типичные для ка-
нальных родопсинов. Присутствуют участок свя-
зывания ретиналя Lys257, Glu  (82, 83, 101 и  123), 
а также Glu90, определяющий специфичность ро- 
допсинов к переносу катионов  [1,  6]. Также кон-
сервативными являются Glu235 и  Ser245, участ-
вующие в определении рН-зависимости спек-
тральных характеристик CCR-белков. Как было 
показано Hou  et  al.  [9] на CCR Mesostigma viride, 
замена Ser в положении  245 на Glu приводила к 
полной потере канальной активности. Ser321 яв-
ляется единственным сайтом фосфорилирования 
белка CrChR2, который располагается в консерва-
тивном участке цитозольной петли, примыкаю-
щей к трансмембранному домену ТМ7 (helix  7). 
Мы не смогли определить наличие сайта фосфо-
рилирования у Hl98CCR2, поскольку 3′-конец тран-
скрипта является низкогомологичным.

Ближайшим гомологом продукта частичного 
транскрипта Ba34CCR B.  aggregatus NAMSU-BM-5/15 
является CrChR2 C.  reinhardtii (59,2% идентичности 
при 73% покрытия последовательности). На рис.  2 
представлено выравнивание транслированных 
аминокислотных последовательностей Ba34CCR 
и нативных CCR-транскриптов из разных видов 
Chlamydomonas. Транскрипт Ba34CCR кодирует це-
ликом мембранный фрагмент ТМ1–ТМ7 со всеми 
консервативными аминокислотными остатками 
в наличии и уникальный Lys-обогащенный фраг-
мент, не имеющий гомологии.

Таким образом, на основании анализа пер-
вичной структуры продуктов нативных тран-

Таблица  1. ПЦР-праймеры для амплификации кДНК CCR Haematococcus и Bracteacoccus

RACE, раунды
Ген-специфические праймеры

Haematococcus Bracteacoccus

RACE 5′

раунд 1 CCR_rev: CCCTTGGGMACDGTRTGGTA 34CCR-ORF_rev: ACCACAGTGTGCGCGACGA

раунд 2 Hae-687_rev: GTTGGGTGGACTCATAGCCGCAG 34CCR1_rev: CCGTAGCACAAACCAATGCAGA

раунд 3 98CCR1_rev: GGTGCGTTTGGAGTAGTCATCC 34CCR2_rev: CAAACCCGTCAGGTTGGACAAG

RACE 3′

раунд 1 CCR_fwd: YGGHTGGGARGAGRTBTACGT 34CCR1_fwd: CTTGTCCAACCTGACGGGTTTG

раунд 2 Hae-536_fwd: GGAGTGGTTACTGTCATGCCCAGT 34CCR2_fwd: TCTGCATTGGTTTGTGCTACGG

раунд 3 98CCR1_ fwd: GGATGACTACTCCAAACGCACC 34CCR3_fwd: TCGTCGCGCACACTGTGGT
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Рис. 1. Выравнивание транслированных аминокислотных последовательностей (CLUSTAL Omega) продуктов 
генов CCR Haematococcus и их нативных транскриптов. Hl37CCR, 94  а.о.; Hl98CCR1, 84  а.о.; Hl98CCR1-1, 97  а.о. – 
фрагменты генов CCR H.  lacustris  [7]; Hl98CCR2,  350  а.о.  – нативный транскрипт гена  98CCR2; нативные тран-
скрипты – HpChR1 H.  pluvialis (lacustris), 677  а.о. (GenBank: JN596950,  [9]); HpChR H.  pluvialis (lacustris), 449  а.о.  [11]; 
HNG2ChR Haematococcus  sp.  NG2,  350  а.о.  [11]; HdChR H.  droebakensis (GenBank: KF992059, 307  а.о.  [10]); 
CrChR2 C.  reinhardtii, 737  а.о.  (GenBank: AF508966,  [3]). Функционально значимые аминокислотные остатки 
(даны в нумерации CrChR2) выделены цветом: Glu  (82, 83, 90, 97, 101 и  123)  – красным; Glu235 и  Ser245  –  
голубым; Lys257  – зеленым; Ser321  –  желтым
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Рис. 2. Выравнивание транслированных аминокислотных последовательностей (CLUSTAL Omega) продук-
тов нативных CCR-транскриптов Bracteacoccus и Chlamydomonas. Ba34CCR, 325  а.о.  – частичный транскрипт 
гена  34CCR B.  aggregatus NAMSU-BM-5/15; нативные транскрипты  – CrChR2 C.  reinhardtii, 737  а.о. (GenBank: 
AF508966,  [3]); CaChR1 C.  augustae, 715  а.о. (GenBank: JN596951,  [9]); CraChR2 C.  raudensis, 635  а.о. (GenBank: 
JN596949,  [9]); CyChR1 C.  yellowstonensis, 717  а.о. (GenBank: JN596948,  [9]). Функционально значимые амино-
кислотные остатки (даны в нумерации CrChR2) выделены цветом: Glu  (82, 83, 90, 97, 101 и  123)  – красным; 
Glu235 и  Ser245  – голубым; Lys257  – зеленым; Ser321  –  желтым

скриптов Hl98CCR2 и Ba34CCR мы делаем вывод, 
что кодируемые белки содержат 7  консерватив-
ных мембранных участков (ТМ1–ТМ7), наряду с 
функционально значимыми аминокислотными 
остатками, характерными для канальных родоп-
синов. 3Д-Модели белков Hl98CCR2 и Ba34CCR так-
же продемонстрировали типичную для каналь-
ных родопсинов пространственную структуру: 
трансмембранную локализацию фрагмента ТМ1–
ТМ7 и формирование гомодимеров  (рис.  3). Эти 
результаты позволяют идентифицировать белки 

Hl98CCR2 и Ba34CCR как канальные родопсины 
и указывают на их возможную функциональную 
активность.

Определение функциональной активности 
канальных родопсинов Ba34CCR и Hl98CCR2. Эта 
задача была выполнена на экспериментальной 
базе, впервые предложенной Nagel  et  al.  [12,  13]. 
Было показано, что при экспрессии в ооцитах 
Xenopus laevis или в животных клетках (HEK293, 
BHK) канальные родопсины C. reinhardtii функцио-
нируют как свето-зависимые катионные каналы. 
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Рис. 3. 3Д-Модели идентифицированных канальных родопсинов (SWISSMODEL) Ba34CCR  (а) и Hl98CCR2  (б). 
В  качестве матрицы взята 6eid.1.A, кристаллическая структура CrChR2 C.  reinhardtii. N  и  C  указывают лока-
лизацию концов полипептидной цепи. Цветовой код (от красного к синему) показывает уровень гомологии 
с матрицей

Рис.  4. Исследование локализации экспрессированных родопсинов Ba34CCR и Hl98CCR2 в клетках СНО-К1 ме-
тодом прижизненной конфокальной микроскопии: Ba34CCR-YFP (верхний ряд) и Hl98CCR2-YFP (нижний ряд). 
Клеточные мембраны окрашены CellBrite Red, ядра окрашены Hoechst  33342. Линейка  –  10  мкм

При этом не только полноразмерные белки, но и 
их ТМ1–ТМ7-фрагменты способны к фотоиндук-
ции ионных токов, которые можно детектировать 
методом пэтч-кламп (patch-clamp). Таким образом, 
экспериментальная задача данного этапа заклю-
чалась в определении фотоэлектрической актив-

ности родопсинов Ba34CCR и Hl98CCR при гетеро-
логичной экспрессии в клетках млекопитающих.

Гетерологичная экспрессия Ba34CCR и 
Hl98CCR2 в клетках культуры СНО-К1. Для экс-
прессии в клетках млекопитающих кодон-опти- 
мизированные нуклеотидные последовательно-
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Рис. 5. Характеристика токов, генерируемых белками Ba34CCR и Hl98CCR2 при экспрессии в клетках СНО-К1. 
а  –  Репрезентативный пример оригинальных записей тока через Hl98CCR2  (I98), индуцированного включе-
нием света с длиной волны 490  нм, различной интенсивности при уровне потенциала –20  мВ. б  –  Репре-
зентативный пример оригинальных записей тока через Ba34CCR  (I34) различной интенсивности, индуци-
рованного включением света с длиной волны 490  нм (интенсивность указана у пика каждой из кривых в 
процентах от максимальной и в абсолютных значениях  мВт/мм2), при уровне потенциала –20  мВ. в  –  Зави-
симость пикового тока  I34 и тока плато  I34 от уровня интенсивности света 490  нм. г  –  Вольтамперные кри-
вые пикового тока и стационарного тока (плато)  I34, индуцируемого светом 490 нм, при интенсивности 50% 
от максимума (6,25  мВт/мм2).

сти кДНК Hl98CCR2 и Ba34CCR были субклониро-
ваны в экспрессионный вектор pcDNA3.1 eYFP, как 
описано в разделе «Материалы и методы». При 
этом анализируемые гены транскрибируются с 
высокоэффективного промотора цитомегаловиру-
са P_CMV и транслируются в одной рамке с YFP в 
качестве флуоресцентного маркера. Полученные 
экспрессионные плазмиды pcDNA3.1 eYFP. Ba34CCR 
и pcDNA3.1 eYFP. Hl98CCR2 использовали для транс-
фекции иммортализованной линии эпители-
альных клеток яичников китайского хомячка 
СНО-К1. Уровень экспрессии и внутриклеточную 
локализацию белковых конъюгатов Ba34CCR-YFP 
и Hl98CCR2-YFP в трансфицированных клетках 
определяли с помощью прижизненной флуорес-
центной микроскопии после обработки клеток 
специфическими красителями.

Результаты типичного эксперимента пред-
ставлены на  рис.  4. Сравнение собственного све- 
чения YFP-конъюгатов Ba34CCR и Hl98CCR2 c окра-
шиванием клеток CellBrite Red однозначно опре-
деляет локализацию экспрессированных белков в 
цитоплазматической мембране. При этом уровень 
экспрессии полноразмерного белка Hl98CCR2 вос-
производимо наблюдался ниже уровня экспрессии 
мембранного фрагмента ТМ1–ТМ7 белка Ba34CCR.

Определение фотоэлектрической актив-
ности экспрессированных родопсинов Ba34CCR 
и Hl98CCR2. На  рис.  5 показаны результаты экс-

периментов с клетками СНО-К1, трансфициро-
ванными плазмидами pcDNA3.1  eYFP.  Ba34CCR и 
pcDNA3.1  eYFP.  Hl98CCR2.

В клетках, экспрессирующих Hl98CCR2, вклю-
чение света с длиной волны 490 нм при отсутствии 
проходящего света при мембранном потенциале 
–20  мВ не вызывало появление выраженного вхо-
дящего или выходящего тока, I98  (рис.  5,  а), либо 
же этот ток находился на уровне шума. Поэтому 
исследования зависимости тока от интенсивности 
и мембранного потенциала провести не удалось.

В клетках, экспрессирующих Ba34CCR, вклю-
чение света с длиной волны 490  нм при отсут-
ствии проходящего света при мембранном по-
тенциале –20  мВ вызывало появление входящего 
тока, I34  (рис.  5,  б), который при значениях ин-
тенсивности света от 0,67  мВт/мм2 и выше имел 
выраженную пиковую компоненту, инактивирую-
щуюся в течение 20–65  мс, и стационарную ком-
поненту  (плато). Среднее значение постоянной 
времени для инактивации пикового  I34 при по-
тенциале –60  мВ составило 11,3  ±  0,78  мс (n  =  14). 
Среднее значение деактивации тока плато I34 при 
выключении света составило 25,5  ±  2,5  мс (n  =  14). 
Наблюдаемая зависимость может быть объясне-
на десенситизацией каналов, образованных бел-
ком  Ba34CCR.

Амплитуда пикового тока и тока плато  I34 
имели позитивную зависимость от интенсивно- 
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сти света 490  нм вплоть до значения 2,8  мВт/мм2. 
При большем увеличении интенсивности све-
та наблюдали снижение амплитуды пикового 
тока (рис.  5, б и в). При отрицательных значениях 
мембранного потенциала как пиковый ток, так 
и ток плато имеют входящее направление. При 
переходе через 0  мВ и положительных значениях 
мембранного потенциала направление тока меня-
ется на выходящее (рис.  5, г). Таким образом, 0  мВ 
является реверсивным потенциалом для тока  I34 
при экспериментальных условиях, указанных в 
разделе «Материалы и  методы».

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

С расширением оптогенетических иссле-
дований существенно возрастает потребность 
в увеличении разнообразия функциональных 
характеристик канальных родопсинов для ре-
шения различных экспериментальных задач. 
Именно поэтому в поисках новых генов-канди-
датов для оптогенетики исследователи по-преж-
нему обращаются к анализу микроводорослей 
Chlorophyta, огромной группы фототрофных ор-
ганизмов, отличающейся многообразием форм 
и сред обитания. По  данным на 2021  год  [6], 
при тестировании 56  генов CCR Chlorophyta 
(из  164  идентифицированных) функциональная 
активность была обнаружена у 40  генов; также 
появились первые данные об идентификации и 
функциональной активности генов анионных 
канальных родопсинов  (ACR) у зеленых водорос-
лей  [11]. Мы  посчитали актуальным проанализи-
ровать гены канальных родопсинов природных 
изолятов микроводорослей родов Haematococcus 
и Bracteacoccus из Беломорского бассейна и опре-
делить функциональную активность их белковых  
продуктов.

Ранее мы идентифицировали 2  негомоло-
гичных CCR-гена в микроводоросли H.  lacustris 
NAMSU-BM-7/15 (98CCR1 и 98CCR1-1), однако при 
экспрессионном анализе был получен и охарак-
теризован полноразмерный транскрипт Hl98CCR2, 
не являющийся продуктом ни одного из вышепе-
речисленных генов. Таким образом, с помощью 
быстрой амплификации концов кДНК (RACE) при 
использовании вырожденных праймеров нам 
удалось обнаружить третий CCR-ген H.  lacustris 
NAMSU-BM-7/15.

Поскольку на данный момент в базе данных 
GenBank депонированы уже 7 предсказанных CCR-
генов H.  lacustris, представлялось актуальным 
определить гомологи генов 98CCR1-1, 98CCR1 и 
98CCR2, идентифицированных нами в штамме 
H.  lacustris NAMSU-BM-7/15. По  нашим данным, 
ген 98CCR1-1 картируется в единственном участ-

ке генома, содержащем ген (предположитель-
но) канального родопсина (GenBank: GFH21497). 
Ген 98CCR1 проявляет одинаковую гомологию 
(85%  идентичности при 95%  покрытии последо-
вательности) с двумя областями, содержащими 
гены канального опсина  1 (GenBank: GFH25618 и 
GFH12230). Ген 98CCR2 и, соответственно, тран-
скрипт Hl98CCR2 картируются в обширной обла-
сти 8  т.п.н. контига BLLF01000737, кодирующей 
ген канального опсина  1 (GenBank: GFH14526). 
Однако, что примечательно, открытая рамка счи-
тывания Hl98CCR2 не соответствует модельной 
сборке белка GFH14526. На  основании этих ре-
зультатов мы делаем вывод, что нативный тран-
скрипт Hl98CCR2 является одним из вариантов 
альтернативного сплайсинга.

С учетом этого факта для сравнительного ана-
лиза белкового продукта транскрипта Hl98CCR2 
мы использовали нативные CCR-транскрипты 
Haematococcus, идентифицированные в тран-
скриптомах или полученные гомологичным 
клонированием  (рис.  1). При этом обращает на 
себя внимание, что полноразмерный транскрипт 
Hl98CCR2 кодирует консервативный мембранный 
фрагмент ТМ1–ТМ7 с коротким Ser-обогащенным 
гидрофильным участком общим размером 350  а.о. 
В  противоположность этому, все нативные  
CCR-транскрипты, а также  5 из  6  предсказанных 
полноразмерных CCR-генов H.  lacustris кодируют 
гигантские белки размером ~700  а.о., включаю-
щие цитозольные последовательности. Примеча-
тельно, что идентифицированный нами Hl98CCR2 
является продуктом единственного «короткого» 
предсказанного гена (GenBank: GFH14526). Оста-
ется невыясненным, почему доминирующий CCR-
белок H.  lacustris NAMSU-BM-7/15 содержит только 
мембранный фрагмент ТМ1–ТМ7, а также при 
каких условиях происходит экспрессия полнораз-
мерных CCR-белков с регуляторными цитозоль-
ными участками  [14]. Мембранный интеграль-
ный белок Hl98CCR2 содержит все функционально 
значимые аминокислотные остатки, характерные 
для CCR-белков, и образует димеры, однако не об-
наруживает фотоэлектрической активности при 
гетерологичной экспрессии в животных клетках в 
стандартных условиях  (рис.  5,  а). Пока мы не ис-
ключаем, что у белка Hl98CCR2, возможно, иные 
параметры для генерации фототоков (спектр 
поглощения,  рН), однако отметим, что у его бли-
жайшего гомолога и единственного тестирован-
ного CCR-белка H.  lacustris, HpChR1 (85%  идентич-
ности), фотоэлектрической активности также не 
наблюдалось  [9]. Следует добавить, что из CCR-
транскриптов Haematococcus только для тран-
скрипта из Haematococcus droebakensis подтвер-
ждена функциональная активность его белкового 
продукта,  HdChR  [10].
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Несомненный интерес представляет продукт 
гена 34CCR, Ba34CCR  – первый идентифицирован-
ный канальный родопсин у микроводорослей 
рода Bracteacoccus. Нам удалось получить 5′-конце-
вой фрагмент транскрипта CCR-гена B.  aggregatus 
NAMSU-BM-5/15, который кодирует мембранный 
фрагмент ТМ1–ТМ7 и короткий Lys-обогащенный 
участок, не имеющий гомологии. Белок Ba34CCR 
демонстрирует невысокий уровень гомологии с 
канальными родопсинами Chlorophyta: ближай-
шим гомологом является CrChR2 C.  reinhardtii 
(59%  идентичности). По  результатам 3Д-модели-
рования, белок Ba34CCR имеет трансмембранную 
локализацию и образует гомодимеры, что харак-
терно для канальных родопсинов  (рис.  3). Все из-
вестные CCR-транскрипты Chlamydomonas коди-
руют белки размером 650–750  а.о., содержащие 
цитозольный фрагмент наряду с мембранным 
ТМ1–ТМ7  [9]. Вероятно, полноразмерный продукт 
Ba34CCR также относится к этому классу белков.

При гетерологичной экспрессии ТМ1–ТМ7-
фрагмента белка Ba34CCR (1–295 а.о.) в культуре кле-
ток СНО-К1 наблюдается его эффективное накоп-
ление в цитоплазматической мембране  (рис.  4). 
Мы также выполнили электрофизиологические  
эксперименты с использованием техники пэтч-
кламп и показали, что в клетках, экспрессирую-
щих Ba34CCR, происходит генерация тока  (I34) в 
ответ на включение света с длиной волны 490 нм 
(рис.  5,  б–г).

Поскольку спектр действия родопсина Ba34CCR 
на данном этапе не изучен, полученные резуль-
таты мы рассматриваем как предварительные, и 
их сравнение с имеющимися детальными элек-
трофизиологическими характеристиками каналь-
ных родопсинов CrChR1 и CrChR2 возможно лишь 
отчасти. Тем не менее очевидно, что светоинду-
цируемый ток  I34 существенно ближе по своим 
свойствам к току, генерируемому CrChR2, по 
сравнению с током родопсина CrChR1. Как и ток 
CrChR2  [13], I34  подвержен десенситизации (инак-
тивации), то есть при постоянной подаче возбу-
ждающего света он самопроизвольно ослабевает, 
выходя в течение нескольких десятков милли-
секунд на стационарный уровень. Напротив, для 
тока, генерируемого CrChR1, десенситизация неха-
рактерна  [12].

Данные, опубликованные в недавней работе 
Hososhima  et  al.  [15], позволяют сравнить ампли-
туду и кинетические характеристики тока, гене-
рируемого CrChR2, с  I34, учитывая, что данные 
по CrChR2 были получены с использованием 
гетерологической экспрессии в другой клеточ-
ной линии  (ND7/23). Клетки, экспрессирующие 
CrChR2, при облучении светом с интенсивно-
стью 2,7  мВт/мм2 генерировали при поддержи-
ваемом потенциале –60  мВ ток с пиковой плот-

ностью 32  ±  3,2  пА/пФ, снижающийся до уровня 
плато 12  ±  1,1  пА/пФ  [15]. В  наших эксперимен-
тах свет практически такой же интенсивности 
(2,8  мВт/мм2) подавали при поддерживаемом 
потенциале –20  мВ, однако, учитывая известную 
вольтамперную зависимость  I34  (рис.  5,  г), можно 
приблизительно оценить значение пикового  I34 
при –60  мВ в 3,7  пА/пФ, а тока уровня плато  – 
в  1,06  пА/пФ. Таким образом, CrChR2 способен ге
нерировать приблизительно в 10  раз больший 
ток, чем Ba34CCR, при облучении светом одина-
ковой интенсивности с длиной волны 470  нм и 
490  нм соответственно. С другой стороны, величи-
на тока плато составляет приблизительно 37,5% 
от величины пикового тока в случае CrChR2  [15] 
и 35%  – для  I34, то есть по этому параметру токи 
CrChR2 и Ba34CCR практически не различаются.

Кинетические характеристики  I34 сравнимы 
с характеристиками тока CrChR2. Постоянная 
времени деактивации тока плато, происходящей 
после выключения света 490  нм, для I34 составила 
25,5  ±  2,5  мс (n  =  14), в то время как ток CrChR2, 
по данным Hososhima et al.  [15], деактивируется в 
2  раза быстрее (τoff  =  12,2  ±  0,69  мс). Инактивация 
пиковой компоненты  I34, напротив, происходит в 
несколько раз быстрее (τ  =  11,3  ±  0,78  мс; n  =  14), 
чем можно приблизительно оценить для тока 
CrChR2  (~63  мс).

Ток, генерируемый CrChR2, имеет потенциал 
реверсии ~0  мВ при ионном составе внешней 
среды, близком к использованному в нашем ис-
следовании  [13]. При этом если при потенциалах, 
близких к 0  мВ (от –40 до 40  мВ), вольтамперная 
зависимость этого тока близка к линейной, то 
при более сильной гиперполяризации зависи-
мость входящего тока от потенциала становится 
близка к экспоненциальной. Точно такой же тип 
вольтамперной зависимости характерен и для  I34. 
В  отличие от тока CrChR1, имеющего исключи-
тельно протонную природу, ток, генерируемый 
CrChR2, является смешанным катионным током, 
что обусловлено неизбирательной проницаемо-
стью CrChR2 для различных катионов, в том числе 
бивалентных  [13]. Именно этим обусловлен нуле-
вой потенциал реверсии данного тока в стан-
дартных физиологических условиях. Дальнейшие 
эксперименты с вариациями ионного состава 
внешнего и внутриклеточного раствора позволят 
выяснить, является ли ток  I34 также неселектив-
ным катионным током.
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FUNCTIONAL ANALYSIS OF THE CHANNEL RHODOPSIN GENES 
FROM THE GREEN ALGAE OF THE WHITE SEA BASIN
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Optogenetics as the method of light-controlled regulation of cellular processes is based on the use of 
the channel rhodopsins that directly generate photoinduced currents. The largest number of chan-
nel rhodopsin genes has been identified in the green microalgae Chlorophyta, and the demand for 
increasing the number of functionally characterized channel rhodopsins and the diversity of their 
photochemical parameters keeps growing. We performed the expression analysis of cation channel 
rhodopsin (CCR) genes in natural isolates of microalgae of the genera Haematococcus and Bractea-
coccus from the unique Polar Circle region. The identified full-length CCR transcript of H.  lacustris is 
the product of alternative splicing and encodes the Hl98CCR2 protein with no photochemical activity. 
The 5′-partial fragment of the B. aggregatus CCR transcript encodes the Ba34CCR protein containing a 
conserved TM1–TM7 membrane domain and a short cytosolic fragment. Upon heterologous expression 
of the TM1–TM7 fragment in CHO-K1 cell culture, light-dependent current generation was observed, 
and its parameters correspond to the characteristics of the CCR. The first discovered functional chan-
nel rhodopsin of Bracteacoccus has no close CCR homologs and may be of interest as a candidate 
for optogenetics.
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Поддержание функционирования сердечно-сосудистой системы является важнейшей задачей 
организма. Нормальное протекание физиологических процессов в клетках миокарда на моле-
кулярном уровне контролируется множественными факторами и определяется балансом воз-
действия кардиоподдерживающих и патологических механизмов. Система инсулиноподобных 
факторов роста (IGF-система, IGF-сигнальный путь) является ключевой в регуляции роста и 
развития различных клеток и тканей. В миокарде IGF-система обеспечивает как кардиопротек-
торное действие, так и участвует в патогенезе различных сердечно-сосудистых заболеваний. 
В  настоящей обзорной статье суммированы данные об участии компонентов IGF-сигнального 
пути в реализации функционирования миокарда в норме и при развитии различных патологи-
ческих состояний, а также проведён анализ степени выраженности этих эффектов в различных 
условиях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сердечно-сосудистые заболевания, кардиомиоциты, инсулиноподобные фак-
торы роста IGF-I и IGF-II, IGF-связывающие белки (IGFBP), кардиопротекторное действие, IGFBP-4, 
PAPP-A.
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Принятые сокращения: ИБС  – ишемическая болезнь сердца; ОКС  – острый коронарный синдром; ССЗ  – 
сердечно-сосудистые заболевания; AKT  – серин-треониновая протеинкиназа  В; ERK  – внеклеточная сигнал-
регулируемая киназа; IGF  – инсулиноподобный фактор роста; IGF-I и IGF-II  – гомологичные белки семей-
ства IGF; IGF-1R и IGF-2R – рецепторы инсулиноподобных факторов роста I и II; IGFBP – белок, связывающий 
инсулиноподобный фактор роста; IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-6  – гомологичные белки 
семейства  IGFBP; INSR  – инсулиновый рецептор; MMP  – матриксные металлопротеиназы; MMP-2, MMP-7, 
MMP-9 – гомологичные белки семейства MMP; NLS – последовательность ядерной локализации; PAPP – ассо-
циированный с беременностью белок плазмы; PAPP-A, PAPP-A2  – изоформы  А и  А2 белка  PAPP.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Сердце представляет собой важнейший орган, 
отвечающий за транспорт крови по кровеносным 
сосудам и обеспечение клеток и тканей орга-
низма кислородом и питательными веществами. 
Сердечно-сосудистые заболевания  (ССЗ) являются 
основной причиной смертности и инвалидности 
по всему миру  [1]. В  условиях высокого распро-
странения ССЗ в мире важную роль приобретает 

понимание механизмов, опосредующих как раз-
витие патологического фенотипа клеток сердеч-
ной ткани, так и обеспечение кардиопротектор-
ного действия, направленного на сохранение 
жизнеспособности клеток миокарда.

Клетки миокарда, как и любые другие клет-
ки сердечно-сосудистой системы, обнаруживают 
изменения в окружающей среде и вырабатывают 
соответствующие реакции благодаря системам 
передачи сигналов или клеточной сигнализации. 
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Рис.  1. Основные компоненты IGF-системы. IGF-I и 
IGF-II  – инсулиноподобные факторы роста  I и  II се-
мейства IGF; IGFBP-1–IGFBP-6 – IGF-связывающие бел-
ки  1–6; IGFR  – рецептор  IGF. Описание в тексте

Активация механизмов клеточной сигнализации 
в ответ на тот или иной стимул приводит к раз-
витию адаптивного клеточного ответа, а нару-
шения в их функционировании могут вызывать 
развитие различных патологических состояний.

Система инсулиноподобных факторов роста 
(IGF, insulin-like growth factor; IGF-система; IGF-
сигнальный каскад; IGF-сигнальная система; IGF-
сигнальный путь) играет ключевую роль в регу-
ляции роста, пролиферации и жизнеспособности 
клеток  [2]. Экспрессия белков, входящих в состав 
IGF-системы, обнаружена практически во всех 
органах и тканях организма, причём в период 
эмбрионального развития экспрессия данных бел-
ков в большинстве случаев существенно выше, 
чем в постнатальный период и во взрослом со-
стоянии  [3].

IGF-сигнальная система включает в себя: 
2  инсулиноподобных фактора роста  I и  II (IGF-I 
и IGF-II) и инсулин, которые выступают в роли 
лигандов; клеточные рецепторы, расположенные 
на поверхности клеток-мишеней, с которыми ли-
ганды специфически взаимодействуют – рецептор 
IGF-I (IGF-1R, insulin-like growth factor-I-receptor), 
рецептор IGF-II (IGF-2R), рецептор маннозо-6-фос-
фат/IGF-II (M6P/IGF-2R), рецептор инсулина (INSR)  
и гибридный рецептор IR/IGF-1R; 6  высокоаффин-
ных лиганд-связывающих белков (insulin-like 
growth factor binding protein; IGFBP-1–IGFBP-6), 
которые связывают IGF с высоким сродством; 
а  также протеазы, которые расщепляют лиганд-
связывающие белки, регулируя тем самым био-
доступность IGF для их специфических рецеп-
торов, расположенных на поверхности клеток 
организма (рис.  1)  [2,  4,  5]. Также в состав IGF-

сигнального пути входят белки, участвующие во 
внутриклеточной передаче сигналов дистальнее 
IGF-1R. Так, семейство белков IRS (insulin receptor 
substrate) активируют такие сигнальные каскады, 
как, например, RAF/MAPK или PI3K/AKT, что сти-
мулирует клеточную пролиферацию и повышает 
жизнеспособность клеток.

В сердечной ткани, как практически во всех 
тканях организма, компоненты IGF-сигнального 
пути необходимы для гиперплазии и роста сердца 
в период эмбрионального развития. В  частности, 
IGF-I и IGF-II были идентифицированы как наи-
более важные агенты, стимулирующие пролифе-
рацию кардиомиоцитов в этот период.

Кроме этого, IGF в сердечной ткани выполня-
ют защитные функции благодаря своим кардио-
протекторным свойствам, реализующимся через 
их антиапоптотическое действие. Исследования, 
проведённые in  vitro и in  vivo, продемонстриро-
вали, что IGF-I обладает выраженным кардиопро-
текторным эффектом  [6–9]. IGF-I также является 
агентом, запускающим митотическое деление 
клеток, и антиапоптотическим фактором не 
только в сердечной ткани, но и в клетках сосу-
дов, включая гладкомышечные и эндотелиальные 
клетки  [10], и выполняет регуляторные функции 
в иммунной системе. Так, например, антитела к 
IGF-1R были обнаружены у пациентов с болезнью 
Грейвса (аутоиммунное заболевание щитовид-
ной железы, выражающееся в ее гиперфункции). 
У  пациентов с этим заболеванием существенно 
увеличивается частота IGF-1R-экспрессирующих 
B- и T-лимфоцитов. Потенциальное участие IGF-I 
и IGF-1R в патогенезе аутоиммунных нарушений 
делает этот сигнальный путь одной из терапевти-
ческих мишеней для лечения подобных заболева-
ний  [11]. Результаты ряда исследований позволя-
ют предположить, что IGF-I, по-видимому, также 
обладает атеропротекторным действием, тем са-
мым являясь перспективным терапевтическим 
агентом для возможной терапии ССЗ, вызванных 
атеросклеротическими изменениями сосудов [12].

В то же время активация и/или ингибиро-
вание функционирования IGF-системы в сердце 
могут быть ассоциированы с возникновением 
патологических состояний в сердечно-сосудистой 
системе. Так, низкие концентрации IGF-I в сыво-
ротке крови коррелируют с повышенным риском 
ишемической болезни сердца  (ИБС) и инсульта 
[13,  14], а повышенный уровень протеолитиче-
ских фрагментов одного из IGFBP-связывающих 
белков, IGFBP-4, ассоциирован с увеличением 
риска возникновения острого коронарного син-
дрома  (ОКС) у пациентов с ИБС, острой сердеч- 
ной недостаточностью  [15], а также с увеличени-
ем риска наступления смерти в связи с осложне-
ниями ССЗ у больных диабетом 1-го типа  [16,  17].  
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Недавно в нашей лаборатории было показано, 
что концентрация протеолитических фрагментов 
IGFBP-4 повышается при таких патологических 
состояниях сердечной мышцы, как гипертрофиче-
ские изменения в кардиомиоцитах  [18]. Уровни 
IGF-I и IGFBP-2 в плазме крови могут являться 
мощными прогностическими факторами риска 
развития ОКС  [19]. Кроме этого, IGFBP-2 является 
важным биомаркером дисфункции левого желу-
дочка при дилатационной кардиомиопатии  [20].

Таким образом, несмотря на то что передача 
сигнала через IGF-сигнальный путь в миокарде 
приводит к активации кардиопротекторных и 
атеропротекторных механизмов, способствующих 
повышению жизнеспособности кардиомиоцитов, 
в некоторых исследованиях также показано, что 
IGF-сигнальная система активируется при раз-
личных патологических процессах, протекающих 
в миокарде, например, таких как гипертрофия и 
атеросклеротическое поражение сосудов. К  на-
стоящему моменту времени существует довольно 
большое количество обзорных статей, описываю-
щих индивидуальные эффекты IGF в сердечной 
ткани как в норме, так и при отдельных пато-
логиях, однако сравнительный анализ литератур-
ных данных о разнонаправленных эффектах IGF 
в сердечной ткани проведён не был. В настоящей 
обзорной статье суммированы основные извест-
ные на сегодняшний день эффекты IGF и других 
компонентов IGF-системы на функционирование 
клеток миокарда и проведён анализ степени их 
выраженности в норме и при сердечно-сосуди-
стых патологиях. Учитывая важность IGF как 
участника нормального функционирования серд-
ца и его потенциал как терапевтического агента 
при лечении ССЗ, данная обзорная статья может 
быть полезна широкому кругу исследователей, 
работающих в различных областях биомедицин-
ской науки.

КОМПОНЕНТЫ IGF-СИСТЕМЫ  
В СЕРДЕЧНОЙ ТКАНИ

Как уже упоминалось выше, инсулиноподоб-
ные факторы роста оказывают широкий спектр 
эффектов на такие клеточные процессы в тканях 
организма, как клеточный рост, поддержание 
жизнеспособности клеток, а также их дифферен-
цировку. Ключевым регуляторным механизмом 
активации IGF-сигнального пути в тканях орга-
низма является обеспечение биодоступности IGF 
для их клеточных рецепторов. Регуляция данно-
го процесса осуществляется, с одной стороны, за 
счёт высвобождения лигандов (IGF), а с другой  – 
за счёт их связывания c лиганд-связывающими 
белками  (IGFBP).

Инсулиноподобные факторы роста. Ген, коди-
рующий IGF-I, у человека располагается на длин-
ном плече 12-й хромосомы  [21,  22]. В  его состав  
входит 6  экзонов, 4  из  которых подвергаются 
альтернативному сплайсингу, в результате чего 
синтезируются различные предшественники 
IGF-I  [23,  24]. Экспрессия IGF-I регулируется на 
уровне процессов транскрипции, процессинга 
РНК и трансляции. В  результате синтезируется 
белковый предшественник IGF-I, который впо-
следствии превращается в функционально ак-
тивную форму IGF-I в результате специфическо
го протеолиза  [23,  24]. Функционально активная 
форма IGF-I представляет собой одноцепочечный 
пептид с молекулярной массой 7,5  кДа, состоящий 
из 70  а.о. и содержащий 3  дисульфидных связи 
между шестью аминокислотными остатками 
цистеина  [23]. Большая часть IGF-I, содержаще-
гося в крови, вырабатывается клетками печени, 
однако также показано, что IGF-I синтезируется 
и  в других органах, осуществляя аутокринное 
или паракринное действие на различные клетки. 
Регуляция синтеза IGF-I в печени является много-
факторной, и доминирующую роль в усилении 
экспрессии IGF-I играет гормон роста  (GH), выра-
батываемый гипофизом.

При проведении экспериментов по наруше-
нию экспрессии IGF-I в различных тканях были 
получены противоречивые результаты. Так, в слу-
чае нарушенной экспрессии IGF-I в печени ника-
ких значимых отклонений в развитии мышей не 
наблюдалось. Возможно, это связано с компенса-
цией уровня экспрессии IGF-I посредством IGF-I, 
секретируемого клетками мышечной ткани  [25]. 
Однако при проведении генетического нокаута 
IGF1 в клетках скелетной мускулатуры у мышей 
наблюдалась значительная потеря мышечной 
массы, что указывает на IGF-I, как на важнейшего 
участника поддержания нормального состояния 
скелетной мускулатуры  [26]. При нарушенной экс
прессии IGF-I в головном мозге у мышей и крыс 
наблюдаются нарушения соматического и ден-
дритного роста нейронов, когнитивных функций, 
памяти и терморегуляции  [27,  28]. Помимо этого, 
IGF-I играет важную роль в тканях почек, лёгких 
и поджелудочной железы  [29].

В сердечной ткани IGF-I играет важную роль, 
регулируя постнатальный рост сердца и оказы-
вая антиапоптотическое действие через актива-
цию как канонических, так и неканонических 
сигнальных путей в сердце взрослого человека 
(PI3K/AKT- и ERK-сигнальные пути и передача 
сигнала, опосредованная G-белками соответ-
ственно)  [30]. Эксперименты по оверэкспрессии 
IGF-I, проведённые в сердечной ткани мыши при 
индуцированной липополисахаридом сократи-
тельной дисфункции кардиомиоцитов, продемон-
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стрировали поддерживающий эффект IGF-I на их 
жизнеспособность. Подобное действие IGF-I, по 
всей видимости, вызвано его антиоксидантными 
свойствами в сердечной ткани, так как оверэкс-
прессия IGF-I приводит к снижению накопления 
активных форм кислорода (АФК) и, как следствие, 
повреждённых белковых молекул, и, помимо 
этого, к ингибированию апоптотических процес-
сов в кардиомиоцитах  [31]. Антиапоптотическое 
действие IGF-I было также показано в кардиомио-
цитах эмбрионов рыб рода Danio с нарушенной 
экспрессией tbx5  – гена, кодирующего фактор 
транскрипции, участвующий в регуляции процес-
сов развития  [32].

Ген IGF2 кодирует секретируемый одноцепо-
чечный белок, состоящий из 67 а.о., структурно и 
функционально сходный с IGF-I  [33,  34]. Уровень 
циркулирующего IGF-II резко снижается у мышей 
после рождения. Экспрессия IGF-II обнаруживает-
ся как в печени, так и в других тканях  [35]. Не-
смотря на то что IGF-II важен на эмбриональных 
стадиях развития и не обнаруживается в плазме 
крови взрослых мышей, недавние исследования 
показывают, что локальная экспрессия IGF-II в 
постнатальном периоде развития важна, напри-
мер, для развития костной ткани  [36], а также для 
активации процессов нейрогенеза в гиппокампе, 
что играет важную роль в консолидации памя-
ти  [37]. Мыши с генетическим нокаутом IGF2 де-
монстрируют задержку роста во время развития, 
но в послеродовом периоде рост происходит без 
изменений  [38]. В  то же время при повышенной 
экспрессии IGF-II у мышей наблюдается, напри-
мер, повышение массы тела и снижение количе-
ства циркулирующих в крови глюкозы и холесте-
рола [39], гиперплазия клеток тканей печени [40]. 
Установлено, что у трансгенных мышей с повы-
шенной экспрессией IGF-II в гладкомышечной 
ткани наблюдаются структурные аномалии серд-
ца, что приводит к брадикардии и гипотензии, 
ведущим к сердечной недостаточности  [41].

IGF-II является основным фактором, запуска-
ющим митотическое деление кардиомиоцитов во 
время роста плода  [42–44]. Показано, что уровни 
мРНК IGF-II в эмбриональной ткани желудочков 
намного выше, чем уровни IGF-I, а также, что 
экспрессия IGF-II в сердечной ткани снижается 
после рождения  [44]. IGF-II запускает пролифе-
рацию кардиомиоцитов плода, взаимодействуя с 
рецептором IGF-1R и инсулиновым рецептором. 
Дальнейшая передача сигнала от IGF приводит 
к активации путей ERK/MAPK (mitogen-activated 
protein kinase) и PI3K (фосфоинозитид-3 киназа)/
AKT (серин-треониновая протеинкиназа  В). Акти-
вированный AКТ способствует локализации в 
цитоплазме и инактивации FOXO-факторов, нега-
тивных регуляторов пролиферации миокарда  [45], 

что и является фактором, запускающим пролифе-
рацию кардиомиоцитов.

Несмотря на то что IGF-I и IGF-II экспрессиру-
ются кардиомиоцитами  [46], основным источни-
ком инсулиноподобных факторов роста в процес-
се развития сердца является эпикард. Как IGF-I, 
так и IGF-II экспрессируются в эпикарде между 
11,5 и 17,5  неделями развития эмбриона мыши. 
Эпикардиальная секреция IGF-II и дальнейшая 
передача сигнала через сигнальный путь ERK 
необходима для инициации процессов пролифе-
рации кардиомиоцитов до момента установления 
коронарного кровообращения  [42]. Изначально 
эпикардиальная секреция IGF-II индуцируется 
циркулирующим в крови эритропоэтином  (ЭПО). 
Показано, что при обработке культивируемых 
клеток ЭПО экспрессия IGF-II повышается  [47]. 
Brade  et  al.  [47] предполагают, что именно печень 
является источником экспрессии  ЭПО, необходи-
мой для индукции IGF-II в эпикарде. Начиная с 
10-й недели эмбрионального развития, экспрессия 
эпикардиального IGF-II перестаёт быть ЭПО-зави-
симой и начинает регулироваться под действием 
поступающих глюкозы и кислорода, связанным с 
транспортной функцией плаценты  [48,  49].

Рецепторы IGF-системы. Для реализации 
сигнальной функции IGF связываются с несколь-
кими рецепторами, заякоренными в мембране, 
основными из которых являются IGF-1R, IGF-2R 
и INSR. Аффинность вышеупомянутых рецепторов 
в отношении IGF-I, IGF-II и инсулина сильно раз-
личается. Так, IGF-1R связывает IGF-I и IGF-II с вы-
соким сродством. IGF-2R взаимодействует с IGF-II 
с высоким сродством, однако его аффинность по 
отношению к IGF-I существенно ниже. Кроме это-
го, было показано, что и IGF-I, и IGF-II способны 
активировать INSR. При этом IGF-I и IGF-II свя-
зываются с INSR в 100  раз хуже, чем его класси-
ческий лиганд, инсулин. IGF-1R принадлежит к 
семейству тирозинкиназных рецепторов и пред-
ставляет собой гетеротетрамер  (α2β2), имеющий 
молекулярную массу ~400  кДа. Две α-субъединицы 
IGF-1R находятся во внеклеточном пространстве и 
отвечают за связывание лиганда, две β-субъеди-
ницы «заякоривают» молекулу рецептора в мем-
бране, а внутриклеточные домены β-субъединиц 
обладают тирозинкиназной активностью. После 
связывания лиганда происходит аутофосфорили-
рование рецептора и фосфорилирование остат-
ков тирозина, серина и треонина последующих 
участников сигнальных каскадов. Таким обра-
зом, происходит передача сигнала от IGF-I внутрь 
клетки. Кроме этого, было продемонстрировано, 
что IGF-1R обнаруживается в ядерной фракции 
клеток после лизиса, что позволяет говорить о 
присутствии этого рецептора в ядерной мем-
бране. Также IGF-1R обнаруживается в мембране 
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Т-трубочек в неонатальных кардиомиоцитах.  
Такое распределение IGF-1R в клетке, по всей ви-
димости, позволяет этому рецептору регулировать 
процессы, протекающие в различных клеточных 
органеллах  [30]. Помимо IGF-1R, IGF-I способен 
связываться с  INSR. INSR и IGF-1R имеют сход-
ное гетеротетрамерное строение и похожие пути 
передачи сигнала внутрь клетки. Сходство IGF-1R 
и INSR настолько велико, что может происходить 
формирование гибридных рецепторов, включаю-
щих субъединицы каждого из них (IGF-1R/INSR). 
В  качестве лигандов для гибридных рецепторов 
также могут выступать молекулы IGF-II  [50]. В от-
личие от IGF-1R, рецепторы IGF-2R не имеют тиро-
зинкиназных доменов. При взаимодействии IGF-II 
с IGF-2R происходит эндоцитоз лиганд-рецептор-
ного комплекса. Таким образом, IGF-2R способен 
уменьшать количество свободного IGF-II и тем 
самым негативно влиять на активность сигналь-
ного каскада IGF в целом  [50]. Тем не менее было 
показано, что IGF-2R все же обладает свойством 
передавать сигнал через гетеротримерные G-бел-
ки. Такая сигнализация способна активировать 
протеинкиназу С-α, Ca2+-кальмодулин-зависимую 
протеинкиназу  II, MAP-киназу  (ERK), а также бел-
ковые факторы, участвующие в развитии гипер-
трофии миокарда  [51,  52].

Эксперименты по нарушенной экспрессии 
обоих типов рецепторов показывают их зна-
чимость в развитии организма. Так, при повы-
шенной экспрессии IGF-1R в сердечной ткани 
у мышей наблюдалась гипертрофия миокарда 
вследствие увеличения кардиомиоцитов в раз-
мере, однако патологии сердечной ткани выяв-
лено не было. Также в данном эксперименте было 
показано увеличение систолической функции как 
в возрасте  3, так и в возрасте 16  месяцев после 
рождения  [53]. В  экспериментах со сниженной 
экспрессией IGF-1R было показано, что происхо-
дит значительное уменьшение в размерах тела 
мышей и объёмов большинства органов: мышц, 
головного мозга, сердца и  др. При этом данные 
отклонения наблюдались у взрослых мышей в 
возрасте 10–12  месяцев и были более выражены  

у самцов по сравнению с самками  [54]. Интерес-
но, что мыши, гетерозиготные по IGF-1R, несущие 
только одну функциональную копию гена, де-
монстрировали увеличение продолжительности 
жизни, при этом для самок данный эффект был 
сильнее: увеличение продолжительности жизни  
на  33% и на  15% соответственно  [55]. В  рабо-
тах по исследованию эффектов при недостаточ-
ной экспрессии IGF-2R было показано, что такие 
мыши имеют на 25–30% больший размер тела, по 
сравнению с контрольной группой, у них обнару-
живается повышенный уровень IGF-II и IGF-свя-
зывающих белков и, наконец, увеличение разме-
ров сердца, связанное с гиперплазией миокарда. 
При  этом у мышей, мутантных по гену, кодирую-
щему IGF-2R, наблюдалась высокая летальность 
ещё до рождения  [56,  57].

IGF-связывающие белки. Как уже упоми-
налось выше, IGF взаимодействуют с шестью 
представителями семейства IGF-связывающих 
белков. В  организме человека каждый из шести 
IGFBP (IGFBP-1–IGFBP-6) кодируется определённым 
геном, в то время как у других представителей 
позвоночных несколько генов отвечают за экс-
прессию определённого белка IGFBP или трансля-
ция некоторых IGFBP не осуществляется. Несмо-
тря на то что для всех представителей семейства 
IGFBP характерна значительная гомология ами-
нокислотного состава, они отличаются по своей 
структуре и функциям. Различие функций пред-
ставителей IGFBP внутри семейства обусловлено 
наличием определённых мотивов в их белковой 
структуре. Все представители семейства IGFBP 
имеют консервативные N- и С-домены, содержа-
щие  12 и 6  аминокислотных остатков цистеина 
соответственно и вариабельный линкерный до-
мен. N-Домен включает в себя IGF-связывающий 
мотив. Линкерный домен содержит аминокислот-
ные остатки, которые могут подвергаться пост-
трансляционным модификациям, участки свя-
зывания с гепарином, а также в нём могут быть 
локализованы сайты протеолитического расщеп-
ления. С-Домен имеет дополнительный IGF-свя-
зывающий мотив, тиреоглобулиновый мотив,  

Рис. 2. Доменная структура IGFBP. Описание в тексте
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который отвечает за взаимодействие с гепари-
ном, а также может включать в себя сигнальную 
последовательность, необходимую для транслока-
ции IGFBP в  ядро  (рис.  2)  [58].

Так, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-5 и IGFBP-6 име-
ют сигнальную последовательность, благодаря 
которой они могут быть импортированы в нук-
леоплазму ядер некоторых типов клеток  [59]. 
В  миокарде IGFBP находятся преимущественно в 
связанной с IGF форме  [60], таким образом, IGFBP 
участвуют в создании примембранного пула IGF, 
доступного для рецепторов (в основном IGFBP-3 
и  -5), а также контролируют его тканеспецифич-
ный отток и распределение между рецепторами 
различных клеток (в первую очередь в этом уча-
ствуют IGFBP-1, -2 и  -4). Далее, мы рассмотрим 
роль каждого из IGF-связывающих белков в сер-
дечной ткани.

IGFBP-1, имеющий молекулярную массу 28  кДа, 
экспрессируется в основном в тканях печени и 
почек. Ген, кодирующий IGFBP-1, у человека рас-
положен на 7-й хромосоме. Непосредственно ря-
дом с геном IGFBP1 расположен ген, кодирующий 
IGFBP-3. N- и C-концевые домены белка IGFBP-1 
являются высоко консервативными и гомологич-
ны таковым у других представителей семейства 
IGFBP. В центральном линкерном домене располо-
жены аминокислотные остатки, подвергающиеся 
посттрансляционным модификациям, таким как 
частичный протеолиз и фосфорилирование. При 
этом активность IGFBP-1 регулируется как его 
фосфорилированием, так и его дефосфорилирова-
нием  [61,  62].

В спектр функций IGFBP-1 входит регуляция 
клеточной пролиферации, миграции, а также ре-
гуляция метаболизма глюкозы через активацию 
сигнальных путей интегрин-ILK/FAK/PTEN [63–65]. 
Так, например, Haywood  et  al.  [63] было показано, 
что IGFBP-1 способен улучшать чувствительность 
клеток к инсулину и его секрецию, а также погло-
щение глюкозы из кровяного русла посредством 
своего RGD  (Arg-Gly-Asp)-интегрин-связывающего 
домена. Более того, одним из эффектов передачи 
сигнала от IGFBP-1 через интегриновый сигналь-
ный путь является стимуляция процесса ангио-
генеза через активацию киназы фокальной адге-
зии  [66].

Регуляция экспрессии IGFBP-1, по всей види-
мости, происходит на транскрипционном уровне 
и является гормонально-зависимой. Так, напри-
мер, высокие уровни инсулина в крови ассоции-
рованы с низкими концентрациями IGFBP-1, и 
наоборот. Критической концентрацией инсули-
на в крови, при которой происходит снижение 
количества IGFBP-1, является 90  пмоль/литр  [67]. 
Также в экспериментах по обработке различны-
ми концентрациями инсулина изолированного 

сокращающегося сердца крысы было показано, 
что под воздействием инсулина IGFBP-1 (равно, 
как и IGFBP-2, речь о котором пойдёт дальше) 
способен переходить из кровяного русла в ткани 
сердца  [68]. Также существует большое количе-
ство данных, указывающих на то, что регуляция 
экспрессии IGFBP-1 является мультифакторной и 
зависит от метаболических и антропометриче-
ских факторов, а также от  диеты  [69].

Хотя к настоящему моменту времени экспе-
риментальные данные об экспрессии IGFBP-1 в 
сердечной ткани отсутствуют, ряд исследований, 
посвящённых изучению влияния гипо- и гипер-
экспрессии IGFBP-1, указывают на его участие в 
нормальной работе сердечно-сосудистой системы. 
Низкий уровень IGFBP-1 в крови, как правило, ас-
социирован с рисками заболеваний сердечно-сосу-
дистой системы. Также понижение концентрации 
IGFBP-1 в крови рассматривают как потенциаль-
ный прогностический маркер развития диабета и 
острого коронарного синдрома у человека [70,  71]. 
Повышенная экспрессия IGFBP-1, напротив, при-
водит к улучшению функционирования эндо-
телия сосудов (в том числе и сосудов сердца) за 
счёт увеличения продукции оксида азота  (NO), 
являющегося основным вазодилататором. IGFBP-1 
индуцирует фосфорилирование эндотелиальной 
синтазы оксида азота  (eNOS) через сигнальный 
путь PI3K/AKT  [72,  73]. Помимо этого, повышение 
концентрации IGFBP-1 в крови ассоциировано с 
антиатеросклеротическим действием  [74].

Данные, полученные в экспериментах на жи
вотных, дефицитных по IGFBP-1, указывают на 
то, что IGFBP-1 необходим для восстановления 
эндотелия сосудов в результате повреждений, 
но не является критически важным для мета-
болизма эндотелиальных клеток и физиологии 
сосудов  [75]. В  экспериментах с повышенной экс-
прессией IGFBP-1 мыши демонстрируют внутри-
утробную и постнатальную задержку роста, про-
порциональное уменьшение веса большинства 
органов относительно массы тела за исключени-
ем мозга, который был непропорционально мал у 
трансгенных мышей. В  почках наблюдалось сни-
жение количества нефронов. Трансгенные мыши 
также демонстрировали гипергликемию натощак, 
нарушение толерантности к глюкозе и умеренную 
резистентность к инсулину в скелетных мышцах 
и ткани печени  [76,  77].

IGFBP-2. Ещё один представитель семейства 
IGFBP  – IGFBP-2  – имеет молекулярную массу 
34  кДа и обнаруживается в основном в сыворотке 
крови плода. Ген, кодирующий IGFBP-2, в геноме 
человека расположен на 2-й хромосоме. IGFBP-2, 
как и IGFBP-1, в С-концевой части содержит RGD-
интегрин-связывающий домен, и, кроме того, в его 
состав входят гепарин-связывающий домен  (HBD) 
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и последовательность ядерной локализации (NLS; 
nuclear localization signal). Благодаря HBD IGFBP-2 
взаимодействует с белками внеклеточного мат-
рикса, а NLS обеспечивает ядерную локализацию 
IGFBP-2  [78–80].

Несмотря на то что IGFBP-2 экспрессируется 
во время внутриутробного развития в значитель-
ном количестве и осуществляет ключевые эндо-
кринные, аутокринные и паракринные функции 
в процессах роста и развития, в экспериментах 
по исследованию нарушенной экспрессии IGFBP-2 
не была показана его значимость для реализации 
вышеупомянутых процессов  [81]. Интересным яв-
ляется тот факт, что при нарушении экспрессии 
IGFBP-2 увеличивается экспрессия IGFBP-1, IGFBP-3 
и IGFBP-4, что может являться механизмом, ком-
пенсирующим функции IGFBP-2 при его отсут-
ствии  [82,  83].

При гиперэкспрессии IGFBP-2 у мышей на-
блюдалось снижение массы тела, при этом масса 
внутренних органов оставалась неизменной. Это 
указывает на то, что IGFBP-2 может быть нега-
тивным регулятором постнатального роста. В  то 
же время у мышей, дефицитных по IGFBP-2, не 
наблюдалось изменения массы тела, включая раз-
мер и морфологию мозга, однако были отмечены 
изменения размеров селезёнки и печени.

Как и в случае с IGFBP-1, концентрация 
IGFBP-2 в плазме регулируется под действием ин- 
сулина. Концентрация IGFBP-2 в плазме крови 
обратно пропорциональна степени выраженно-
сти резистентности к инсулину, а результаты 
экспериментов по оверэкспрессии IGFBP-2 указы-
вают на его защитную роль в развитии ожире-
ния и инсулиновой резистентности  [84]. Помимо 
инсулина, в регуляции концентрации IGFBP-2 в 
крови могут участвовать онкосупрессоры PTEN 
(phosphatase and tensin homolog  – фосфатаза с 
двойной субстратной специфичностью) и p53, 
Ptch1  (Patched1), являющийся негативным регуля-
тором сигнального пути Hh  (hedgehog), а также 
другие факторы  [81].

Berry  et  al.  [85] в ходе масштабного протеом
ного анализа в поисках диагностических биомар-
керов сердечной недостаточности выделили в ка-
честве одного из достоверных кандидатов именно 
IGFBP-2. Этой же точки зрения придерживается 
Barutaut  et  al.  [86], отмечая, что IGFBP-2 может 
являться прогностическим маркером, используе-
мым для мониторинга сердечной недостаточности 
дополнительно к классическим методам, напри-
мер измерению концентрации натрийуретическо-
го пептида B-типа. Данная гипотеза согласуется с 
результатами de  Kort  et  al.  [87], показавших, что 
у новорождённых детей пониженное количество 
IGFBP-2 ассоциировано с повышенным уровнем 
молекулярных маркеров риска сердечно-сосуди-

стых заболеваний. Кроме этого, Yang  et  al.  [88] 
было показано, что экспрессия IGFBP-2 повыша-
ется в лёгких пациентов с лёгочной артериаль-
ной гипертензией.

IGFBP-3 имеет молекулярную массу 28,7  кДа, 
а ген, кодирующий этот белок, располагается 
на хромосоме  7 всего в 20  кб от гена, кодирую-
щего IGFBP-1. IGFBP-3 является самым распро-
странённым представителем семейства IGFBP у 
позвоночных: большая часть IGF-I и IGF-II, цир-
кулирующих в плазме крови, связаны именно 
с IGFBP-3  [89]. IGFBP-3 взаимодействует с IGF-I и 
кислотно-лабильной субъединицей (ALS) с образо-
ванием тройного стабильного комплекса с массой 
150  кДа и предотвращает дальнейший транспорт 
IGF-I в ткани [89]. N- и C-концевые домены IGFBP-3 
являются консервативными, в то время как соеди-
няющий их линкерный домен является наиболее 
вариабельным среди представителей семейства 
IGFBP. Так, например, в линкерном участке содер-
жатся аминокислотные остатки, подвергающиеся 
гликозилированию и фосфорилированию, а также 
участки, по которым происходит специфический 
протеолиз. IGF-связывающие домены обнаружи-
ваются как в N-, так и в C-концевой областях мо-
лекулы IGFBP-3. Также стоит отметить, что в лин-
керном участке молекулы IGFBP-3 присутствуют 
сайты для связывания с гепарином или глюкозо-
аминогликаном (GAG)  [79,  90].

IGFBP-3 реализует свои функции как зави-
симо, так и независимо от IGF. IGF-зависимые 
функции IGFBP-3 заключаются в «доставке» IGF 
до соответствующих клеточных мембранных 
рецепторов (стоит отметить, что это не являет-
ся функцией, уникальной лишь для IGFBP-3, но 
актуально и для других IGFBP-связывающих бел-
ков). При этом реализация IGF-независимых функ-
ций IGFBP-3 возможна благодаря его способности 
связываться с белками внеклеточного матрикса 
клеток и белками плазматической мембраны и 
транслоцироваться в цитоплазму и в ядро. Среди  
таких функций IGFBP-3 можно выделить его ра-
боту как транскрипционного фактора в тандеме с 
ядерными рецепторами или РНК-полимеразой  II, 
участие в репарации двуцепочечных разрывов 
ДНК, регуляцию апоптоза и другие  [90], однако 
рассмотрение всего спектра функций IGFBP-3 не 
является целью настоящего обзора. При повы-
шенной экспрессии IGFBP-3 у мышей наблюда-
ется потеря веса, в то время как пониженная его 
экспрессия не приводит к значительным измене-
ниям массы  тела  [91,  92].

В контексте сердечной ткани показано, что 
IGFBP-3 экспрессируется в миокарде в норме и 
при патологических состояниях как на уровне 
мРНК, так и на уровне белкового продукта. При 
этом количество как мРНК, так и белка IGFBP-3, 
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детектируемое в сердце, выше, чем в печени в 
период внутриутробного развития, по сравнению 
с постнатальным периодом. Интересно, что коли-
чество IGFBP-3, детектируемого в крови у больных 
ишемической болезнью сердца, выше, чем в слу-
чае пациентов с патологической гипертрофией 
или дилатационной кардиомиопатией [93]. Также 
из данных литературы известно, что экспрессия 
IGFBP-3 увеличивается после трансплантации 
сердца  [94]. На  клеточной линии кардиомиоци-
тов H9C2 было показано, что экспрессия IGFBP-3 
возрастает на фоне гипоксических условий  [95]. 
Среди функций IGFBP-3 в сердечной ткани можно 
выделить его антипролиферативное действие в 
клетках-предшественниках кардиомиоцитов  [96]. 
Также IGFBP-3 способен одновременно играть две 
роли в процессах ангиогенеза  – индукторную и 
супрессорную  [79]. Супрессорная функция IGFBP-3 
делает его перспективным терапевтическим аген-
том для возможной терапии онкологических забо-
леваний. Например, в случае некоторых раковых 
опухолей экспрессия IGFBP-3 способствует сниже-
нию ангиогенеза в очагах опухолевых образова-
ний. В концентрациях, превышающих физиологи-
ческие, IGFBP-3 ингибирует экспрессию фактора 
ангиогенеза VEGF  [97]. Также IGFBP-3 способен 
ингибировать адгезию клеток эндотелия сосудов 
к внеклеточному матриксу, что является крити-
ческим фактором для развития ангиогенеза и ре-
парации эндотелия  [98]. Проангиогенный эффект 
IGFBP-3 заключается в его способности индуциро-
вать экспрессию ряда генов, ассоциированных с 
ангиогенезом. При этом такая индукция является 
IGF-опосредованной  [99].

IGFBP-4. В геноме человека ген, кодирующий 
белок-предшественник IGFBP-4, состоит из 258  а.о. 
и расположен в 17-й хромосоме. После отщепле-
ния сигнального пептида в состав зрелого белка 
IGFBP-4 входит 237  а.о. Среди всех представителей 
IGFBP IGFBP-4 имеет наименьшую молекулярную 
массу, равную 24  кДа. N- и C-концевые домены мо-
лекулы IGFBP-4 соединены коротким линкерным 
альфа-спиральным участком, который содержит 
участок протеолитического расщепления метал-
лопротеазой PAPP-A (pregnancy associated plasma  
protein  A; белок, ассоциированный с беремен-
ностью  А). Некоторые аминокислотные остатки, 
локализованные в области альфа-спирального 
участка, подвергаются различным посттрансляци-
онным модификациям, таким как гликозилирова-
ние  [100]. В  отличие от остальных IGFBP, IGFBP-4, 
как и IGFBP-6, содержит 2  дополнительных ами-
нокислотных остатка цистеина в линкерном 
участке. Гликозилирование IGFBP-4 происходит 
по аминокислотному остатку  Asn104, и примерно 
половина всего IGFBP-4 плазмы находится в гли-
козилированной форме  [15]. IGFBP-4 синтезиру-

ется в основном в печени, однако различными 
биохимическими и молекулярно-биологическими 
методами было показано, что и мРНК гена, коди-
рующего IGFBP-4, и его белковый продукт обнару-
живаются в ряде других органов и тканей, таких 
как гладкие мышцы, лёгкие, яичники, почки, 
сердце  и  т.д.  [100,  101].

В отличие от других IGFBP, основной функ-
цией IGFBP-4 является регуляция биодоступности 
IGF для их специфических рецепторов, в особен-
ности IGF-II. Если IGF взаимодействует с IGFBP-4, 
первый не может связываться с рецепторами на 
мембране и осуществлять передачу сигнала в 
клетку. Однако в том случае, если IGFBP-4 под-
вергается протеолитическому расщеплению, IGF 
высвобождается, связывается с рецептором и 
запускает различные сигнальные молекулярные 
каскады, активирующие миграцию, пролифера-
цию и другие регенеративные клеточные про-
цессы  [102].

В сердечной ткани IGFBP-4 является актив-
ным посредником тканевой регенерации неза-
висимо от присутствия  IGF. Так, было показано, 
что IGFBP-4 усиливает дифференцировку кардио-
миоцитов in  vitro, в то время как его отсутствие 
замедляет процесс дифференцировки in  vitro и 
in  vivo. Регуляция этого процесса осуществляется 
через Wnt-сигнальный путь  – IGFBP-4 взаимодей-
ствует с Wnt-рецептором и блокирует его  [103]. 
Помимо этого, в  2012  г. Postnikov  et  al.  [16] пока-
зали, что протеолитические фрагменты IGFBP-4, 
получаемые в результате активности протеазы 
PAPP-A, являются молекулярными прогностиче-
скими биомаркерами риска развития сердечно-
сосудистых заболеваний, таких как острая сер-
дечная недостаточность, при этом количество 
фрагментов пропорционально степени развития 
заболевания. Далее, в ряде работ была исследо-
вана диагностическая и прогностическая роль 
протеолитических фрагментов IGFBP-4  [15,  18, 
104,  105], которая будет подробно рассмотрена 
нами в разделе «Роль IGF-системы в развитии 
патологических состояний сердечной ткани».

Эксперименты по повышенной экспрессии 
IGFBP-4 были проведены на трансгенных мышах, 
экспрессирующих повышенный уровень IGFBP-4 
в гладкомышечных тканях. У  таких мышей было 
отмечено уменьшение массы мочевого пузыря, 
кишечника, матки, аорты и желудка; при этом 
уменьшения общей массы тела не наблюда-
лось  [106]. Также известно, что при повышенной 
экспрессии IGFBP-4 в остеобластах происходит 
замедление восстановления костной ткани  [107], 
а также ряд работ указывают на то, что повы-
шенная экспрессия IGFBP-4 подавляет рост зло-
качественных опухолей  [108,  109]. На  фоне отсут-
ствия IGFBP-4 мыши демонстрировали небольшое 
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уменьшение массы тела  [110], включая массу 
кишечника  [111].

IGFBP-5 имеет молекулярную массу 28,6  кДа 
и, как и IGFBP-3, образует тройной комплекс с 
молекулами IGF и  ALS. Как и все представители 
семейства IGFBP, IGFBP-5 включает в себя 3  до-
мена: высококонсервативный N-домен, неструк-
турированный петлеобразный линкерный домен 
и C-концевой структурированный домен, содер-
жащий, в частности, тиреоглобулиновый повтор 
типа  I. Помимо упомянутых выше элементов, в 
его структуре обнаружены такие консервативные 
мотивы, как IGF-связывающий домен, участок рас-
щепления протеазами, сигнальная последователь-
ность NLS, а также ALS-связывающий мотив для 
взаимодействия с внеклеточным матриксом [112].

IGFBP-5 был впервые идентифицирован и 
выделен из экстрактов костной ткани, а также 
из культуры клеток остеосаркомы человека 
[113,  114]. К  настоящему моменту времени экс-
прессия IGFBP-5 показана в тканях лёгких, костей, 
мышц, почек, половых желёз и  т.д. При этом в 
некоторых тканях экспрессия IGFBP-5 находится 
под контролем гормональной системы, например, 
под действием пролактина  – в молочных желе-
зах мышей или паратгормона  – в остеобластопо-
добных клетках, а в ряде случаев экспрессия осу-
ществляется конститутивно, т.е.  на постоянном 
уровне  [112]. Более того, регуляция экспрессии 
IGFBP-5 может происходить на посттранскрипци-
онном уровне посредством РНК-интерференции с 
участием микроРНК  [115,  116]. Среди посттранс-
ляционных модификаций, которым подвергается  
IGFBP-5, стоит упомянуть фосфорилирование по 
некоторым аминокислотным остаткам серина, 
что приводит к снижению его аффинности к гепа-
рину, но не к  IGF, а также его протеолитическое 
расщепление, которое в некоторых случаях пре- 
пятствует связыванию с IGF  [117]. Также на актив-
ность IGFBP-5 может влиять его взаимодействие 
с компонентами внеклеточного матрикса. Так, 
ассоциация IGFBP-5 с поверхностью внешней 
мембраны фибробластов стимулирует клеточный 
рост IGF-зависимым способом: IGFBP-5 способен 
связываться с внеклеточным матриксом, что спо-
собствует высвобождению IGF-I из комплекса с 
IGFBP-5  [118]. Более того, в некоторых случаях 
элементы внеклеточного матрикса могут активи-
ровать экспрессию IGFBP-5, как это имеет место 
в случае фибронектина клеток гладких мышц у 
свиней  [119].

В результате экспериментов по оверэкспрес-
сии IGFBP-5 на мышах были выявлены такие 
эффекты, как снижение роста тела в пренаталь-
ном и постнатальном периоде, высокая неона-
тальная смертность, а также снижение фертиль-
ности самок и уменьшение массы скелетных 

мышц примерно на  30%  [120]. Это согласуется с 
представлением о том, что IGFBP-5 ингибирует 
IGF-сигнальный путь. При этом при дефиците 
IGFBP-5 у мышей не наблюдалось каких-либо зна-
чительных изменений в морфологии, что, по всей 
видимости, связано с компенсаторным механиз-
мом, реализующимся благодаря наличию других 
представителей семейства IGFBP  [121]. Для сер-
дечно-сосудистых заболеваний показана поло-
жительная корреляция концентрации IGFBP-5 в 
крови и ИБС  [122]. Помимо этого, известно, что 
подкожная инъекция IGFBP-5 значительно замед-
ляла рост аденокарциномы и уменьшала количе-
ство кровеносных сосудов у мышей по сравнению 
с контрольной группой. По всей видимости, такая 
антиангиогенная активность опосредована инги-
бированием сигнального пути  PI3K/AKT  [123].

IGFBP-6. Молекулярная масса IGFBP-6 состав-
ляет 22,8  кДа. Данный белок является гликозили-
рованным, что увеличивает его молекулярную 
массу до  34  кДа  [124].

Взаимодействие IGFBP-6 и IGF-II происходит 
в 50  раз эффективнее, чем в случае с IGF-I  [125]. 
Таким образом, основной IGF-опосредованной 
функцией IGFBP-6 является ингибирование функ-
ции IGF-II, т.е.  негативная регуляция процессов 
клеточной пролиферации, миграции и дифферен-
цировки  [126]. При этом IGFBP-6 не оказывает эф-
фекта на IGF-I-опосредованные процессы, что, по 
всей видимости, связано с более низкой аффин-
ностью взаимодействия этих белков. Молекула 
IGFBP-6 построена аналогичным для представите-
лей семейства IGFBP образом. Одно из основных 
отличий IGFBP-6 от остальных IGFBP заключается 
в наличии пяти, а не шести дисульфидных связей 
в N-концевом домене. Также стоит отметить, что 
в составе IGFBP-6 обнаруживается последователь-
ность NLS, а также большое количество сайтов 
гликозилирования в линкерном участке.

Интересно, что промотор гена IGFBP6, нахо-
дящегося на 12-й хромосоме, обладает регулятор-
ными элементами, которые могут регулироваться 
в результате гипоксического воздействия. По-ви-
димому, с этим связано увеличение количества 
IGFBP-6 после гипоксии в эндотелиальных клетках 
сосудов  [127]. К  регуляторам экспрессии IGFBP-6 
in vitro также относятся cAMP, IGF, витамин D, p53, 
ретиноевая кислота и глюкокортикоиды  [128].

Спектр функций IGFBP-6 очень широк  – от 
участия в работе иммунной системы до регуля-
ции фиброза и опухолеобразования  [129]. Пока-
зано участие IGFBP-6 в фиброзе сердца. IGFBP-6 
также вовлечён в развитие сопровождающихся 
развитием фиброза патологических состояний 
сердечно-сосудистой системы, таких как острый 
инфаркт миокарда и формирование атеросклеро-
тических бляшек. В  атеросклеротической бляшке 
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IGFBP-6 колокализуется с эндотелиальными клет-
ками  CD31+ и макрофагами  CD68+  [130].

Специфические протеазы, расщепляющие 
IGF-связывающие белки. Регуляция биодоступно-
сти IGF за счёт активности IGF-связывающих бел-
ков и различных протеаз. Высвобождение IGF из  
комплекса с IGFBP, в свою очередь, регулируется 
различными протеазами, которые осуществляют 
специфический протеолиз IGFBP, тем самым уве-
личивая биодоступность IGF для взаимодействия 
с рецепторами. Степень аффинности взаимодей-
ствия IGFBP и IGF, как правило, не отличается 
или превышает таковую для взаимодействия IGF 
и их рецепторов. Так как концентрации IGFBP 
находятся в молярном избытке по отношению к 
концентрациям  IGF, в свободной форме в плазме 
присутствует менее 1% от общего количества  IGF. 
Дальнейший контроль биодоступности IGF для 
их специфических рецепторов осуществляется за 
счёт различных посттрансляционных модифика-
ций IGFBP (таких как фосфорилирование, глико-
зилирование, протеолитическое расщепление), 
которые могут влиять на их стабильность или 
аффинность  [89,  131].

Показано, что все 6  представителей IGFBP 
подвергаются протеолизу под действием специ-
фических протеаз, причём протеолитическое рас-
щепление, как правило, происходит по участкам, 
локализованным в линкерном домене  [132,  133]. 
Для различных IGFBP известен целый ряд рас-
щепляющих их протеолитических ферментов 
[100,  134], однако далеко не все из них идентифи-
цированы на данный момент. Ниже будут при-
ведены лишь некоторые примеры протеаз, рас-
щепляющих субстраты  IGFBP.

На данный момент известно, что единствен-
ная протеаза, которая способна расщеплять все 
типы IGFBP in  vitro  – это матриксная металлопро-
теаза-7 (MMP-7, matrix metalloproteinase-7)  [135]. 
Протеолиз IGFBP-1 под действием данной протеа-
зы с образованием двух фрагментов массой  12 и 
19  кДа был показан в амниотической жидкости 
плода, что приводило к потере IGFBP-1 способ-
ности связывать IGF-I  [136]. Также известно, что 
нефосфорилированная форма IGFBP-1 подверга-
ется протеолизу под действием протеазы клеток 
децидуальной оболочки  [137]. Для IGFBP-2 также 
известен ряд протеаз, одной из которых являет-
ся ADAMTS1 (A  Disintegrin And Metalloproteinase 
with ThromboSpondin motifs  1 или дезинтегрин и 
металлопротеиназа (ADAM-протеаза), содержащая  
мотив тромбоспондина  1). Идентификация этой 
пары субстрат–фермент была осуществлена в 
рамках исследования IGFBP-2 как маркера глио-
мы  [138]. IGFBP-3 также подвергается протеолизу 
и во время беременности присутствует в плазме 
крови в основном в виде протеолитических фраг-

ментов  [139], однако наличие протеолитических 
фрагментов IGFBP-3 не является непосредствен-
ным маркером беременности  [140]. В  литературе 
описано большое количество протеаз, расщеп-
ляющих IGFBP-3, например, матриксная метал-
лопротеаза-3 (MMP-3)  [90], сериновая протеаза 
семенной жидкости  [141], катепсин-D-подобная 
протеаза  [142] и многие другие. IGFBP-5 подверга-
ется протеолизу под действием таких протеаз, как 
тромбин  [119], катепсин-G, эластаза  [143] и мно-
гих других. При этом результаты in  vitro исследо-
ваний протеолитического расщепления IGFBP-5, 
проведённые в кондиционированной среде фиб-
робластов кожи, указывают на то, что присоеди-
нение IGFBP-5 к гликозаминогликанам защищает 
его от протеолитической деградации  [144]. Среди 
протеаз, расщепляющих IGFBP-6 в организме, 
выделяют катепсин-D-подобную кислотоактиви-
руемую протеазу  [142], нейтральную сериновую 
протеазу  [145], а также MMP-7, MMP-9 и  MMP-12 
[146,  147].

Отдельное внимание стоит уделить матрикс-
ным металлопротеазам PAPP-A (ассоциированный 
с беременностью белок плазмы А) и PAPP-A2 (ассо-
циированный с беременностью белок плазмы  А2) 
и их субстратам. Данные протеазы катализируют 
расщепление белка IGFBP-5 по одному и тому же 
сайту  [148], при этом PAPP-A также может рас-
щеплять IGFBP-2 и IGFBP-4, а PAPP-A2  – IGFBP-3. 
Более того, PAPP-A-опосредованное расщепление 
IGFBP-2 и IGFBP-4 происходит активнее в присут-
ствии IGF-I или IGF-II, в то время как PAPP-A2-опо-
средованное расщепление IGFBP-3 и IGFBP-5 
происходит эффективно и при отсутствии  IGF, 
присутствие IGF лишь немного ускоряет реак-
цию. PAPP-A является одной из самых подробно 
описанных протеаз, которая способна расщеплять 
IGFBP-4 in  vivo  [102]. Протеолитически активная 
форма PAPP-A представлена димерной формой 
белка, ассоциированной с гликозаминогликанами 
внеклеточного матрикса  [149].

Расщепление IGFBP-4 под действием PAPP-A 
происходит по участку между аминокислотными 
остатками Met135 и  Lys136 в линкерном домене, 
в результате чего образуется два протеолитиче-
ских фрагмента (NT-IGFBP-4 и CT-IGFBP-4)  [150]. 
При этом, по всей видимости, протеолитические 
фрагменты IGFBP-4 не обладают собственной био-
логической функцией [151]. Процесс расщепления 
IGFBP-4 под действием PAPP-A происходит пре-
имущественно на поверхности клетки. В  нашей  
лаборатории на моделях первичных культур нео-
натальных кардиомиоцитов, а также кардиомио-
цитов человека, полученных из индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток  (ИПСК), 
было впервые показано, что PAPP-A способен 
расщеплять IGFBP-4 в сердечной ткани, причём  
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не только на поверхности кардиомиоцитов, но 
и в кондиционированной среде. В  результате во 
внеклеточном пространстве на внешней мембра-
не кардиомиоцитов происходит накопление IGF, 
что, в свою очередь, способствует аутокринной 
и паракринной регуляции нормального состоя-
ния сердечной ткани  [18,  152]. Протеолиз IGFBP-4 
также может осуществляться под действием ме-
таллопротеаз матрикса, таких как MMP-2, MMP-7 
и MMP-9  [135,  153].

Результаты последних исследований ука-
зывают на активацию PAPP-A-специфичного 
протеолиза IGFBP-4 в сердечной ткани при раз-
личных сердечно-сосудистых патологиях. Резуль-
таты по этой проблеме будут суммированы ниже. 
Исследование протеолиза IGFBP и опосредован-
ная этим процессом регуляция IGF-пути является 
перспективным направлением по поиску новых 
биомаркеров не только сердечно-сосудистых, но 
и других заболеваний.

РОЛЬ IGF-СИГНАЛЬНОГО ПУТИ В РАЗВИТИИ 
ПАТОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ В МИОКАРДЕ

Физиологическая и патологическая гипер-
трофия. Как было рассмотрено ранее, IGF-I и 
IGF-II играют ключевую роль как в эмбриональ-
ном развитии сердца, так и в поддержании его 
нормальной работы в постнатальном периоде 
жизни. Однако доминирующую роль в развитии 
сердца играет именно IGF-II. Количество мРНК 
IGF-II, детектируемое в ткани желудочков серд-
ца плода, значительно выше по сравнению с 
мРНК  IGF-I. Однако после рождения экспрессия 
IGF-II значительно снижается вплоть до недетек-
тируемых количеств. IGF-II является основным 
агентом, стимулирующим митотическое деление 
клеток в процессе зародышевого развития. Его 
молекулярные эффекты опосредованы взаимо-
действием с тирозинкиназными рецепторами 
IGF-1R и INSR  (рис.  3). Дальнейшая передача сиг-
нала приводит к активации сигнальных каска-
дов ERK/MAPK и PI3K/AКТ. Показано, что акти-
вация PI3K/AКТ-каскада в сердце способствует 
развитию сердечной гипертрофии и дисфункции 
миокарда. Например, АКТ инактивирует факторы 
Forkhead box  O  (FOXO: FOXO1 и  FOXO3), которые 
являются негативными регуляторами пролифе-
рации миокарда. AКТ  транслоцируется в ядро, 
где фосфорилирует белки FOXO, вследствие чего 
белки FOXO транслоцируются в цитоплазму, что 
приводит к снижению их транскрипционной 
активности. Помимо AКТ, аналогичный эффект 
на FOXO осуществляет киназа ERK (extracellular-
signal regulated kinase), являющаяся участником 
MAPK-сигнального каскада. В активном состоянии 

FOXO связываются с промоторными областями 
генов, ассоциированных с аутофагией, и ини-
циируют аутофагию кардиомиоцитов. И  FOXO1,  
и FOXO3 являются антигипертрофическими аген-
тами. Например, FOXO3 поддерживает нормаль-
ный размер кардиомиоцитов, ингибируя их рост 
и способствуя развитию аутофагических процес-
сов. Помимо этого, FOXO3 способен активировать 
гены антиоксидантной системы, а также положи-
тельно регулировать экспрессию малой некодиру-
ющей РНК miR-1m, которая снижает количество 
IGF-I  [154]. При IGF-индуцированной гипертрофии  
миокарда показано, что FOXO3 активирует экс-
прессию белка Atrogin-1, что вызывает значи-
тельное уменьшение размера кардиомиоцитов 
сердца in  vivo  [155]. Помимо FOXO, AКТ-опосре-
довано происходит регуляция белков BCL-2, BAD, 
GSK-3β  [156]. BCL-2 (B-cell lymphoma-2) является 
регулятором апоптоза, при этом он может как 
индуцировать, так и подавлять апоптоз. Было по-
казано, что как ингибирование сигнального пути 
PI3K/AКТ, так и селективное ингибирование BCL-2 
препятствуют развитию гипертрофии в сердечной 
ткани  [157]. BAD  (BCL-2 associated death promoter), 
относящийся к тому же семейству, что и BCL-2, 
является проапоптотическим фактором. Фосфори-
лирование BAD под действием PI3K/AКТ-пути при-
водит к его взаимодействию с другими белками, 
что способствует развитию ингибиторного эффек-
та BAD на активность BCL-2 и BCL-xL  [158]. Фосфо-
рилирование GSK-3β (Glycogen synthase kinase  3β) 
в результате активации сигнального каскада 
PI3K/AКТ ингибирует её активность. Ингибирова-
ние GSK-3β приводит к изменениям активности 
транскрипционных и трансляционных факторов 
в миокарде, что также приводит к развитию 
гипертрофии  [159]. Таким образом, IGF-II инду-
цирует развитие патологической гипертрофии в 
сердечной ткани, запуская процессы, приводящие 
к ингибированию действия сразу нескольких ан-
тигипертрофических факторов  (рис.  3).

В случае IGF-I взаимодействие со специфиче-
скими рецепторами регулирует такие процессы 
в сердечной ткани, как сократимость, клеточный 
метаболизм, гипертрофический рост, аутофагия, 
апоптоз и  др. Эффекты IGF-I на метаболическую 
активность клеток сердечной ткани реализуются 
путём активации мембранного рецептора IGF-1R. 
Ввиду того, что IGF-I так же, как и IGF-II, способен 
связываться с IGF-1R, многие сигнальные пути, 
индуцируемые этими лигандами, пересекаются. 
При связывании IGF-I с рецепторными тирозин-
киназами происходит физиологическая актива-
ция PI3K/AKT-пути. Рецепторные тирозинкиназы 
обеспечивают локализацию PI3-киназ  (PI3K) на 
цитоплазматической мембране. Далее, PI3K ката-
лизирует реакцию фосфорилирования мембран-
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Рис. 3. Основные участники сигнальных каскадов, запускаемых IGF-II и вызываемые ими эффекты. Grb2 – бе-
лок 2, связанный с рецептором фактора роста; ERK – внеклеточная сигнал-регулируемая киназа; IRS – субстрат 
инсулинового рецептора; PIP2 – фосфотидилиназитол-2-фосфат; PI3K – липидные киназы, фосфорилирующие 
3-гидроксильную группу фосфоинозитола и фосфоинозитидов; PIP3 – фосфотидилиназитол-3-фосфат; PDK – ки-
наза пируватдегидрогеназы 1, AKT1/2 – серин-треониновая протеинкиназа В alpha/beta; FOXO – Forkhead box O 
факторы; BCL-2  –  регулятор апоптоза B-клеточной лимфомы-2; BAD  –  агонист белка клеточной гибели, свя-
занный с  BCL2; GSK-3β  –  киназа гликогенсинтазы  3β. Описание в тексте

ного фосфотидилинозитол-4,5-бисфосфата  (PIP2) 
c образованием фосфатидилиназитол-3,4,5-три-
фосфата  (PIP3). Затем начинается активация  AKT, 
которая осуществляется за счёт присоединения 
PIP3 к N-концевому домену  AKT, а также серин-
треонинового фосфорилирования каталитическо-
го домена  АКТ. Благодаря активации сигнального 
каскада PI3K/AKT происходит ингибирование бел-
ков FOXO, речь о которых шла выше. Протеинки-
наза АКТ также может активировать белок mTOR 
(mechanistic  target  of rapamycin, серин-треонино-
вая протеинкиназа), который, в свою очередь, 
способствует усилению синтеза белков и подав-
ляет аутофагию  (рис.  4). Активация синтеза бел-
ков под действием mTOR происходит благодаря 
фосфорилированию белка, связывающего три 
изоформы эукариотических факторов инициа-
ции трансляции (eIF4E)  – 4E-BP  – и двух изоформ 
киназы S6 (S6K). При этом в клетках mTOR обнару-
живается в виде двух функционально различных 
комплексов mTORC1 и  mTORC2. В  норме mTORС1 
необходим для развития сердечно-сосудистой си-
стемы в эмбриогенезе и для постнатального под-
держания структуры и функций сердечной ткани. 
Ингибирование mTORC1 предотвращает развитие 
патологической гипертрофии и повышает устой-
чивость кардиомиоцитов к стрессу, вызванному 
старением. Также у мышей при заболевании 

LEOPARD, названном на основе аббревиатуры, обо-
значающей основные особенности этого расстрой-
ства: множественные лентиго  (L), нарушения про-
водимости ЭКГ  (E), глазной гипертелоризм  (O), 
стеноз лёгочной артерии  (P), аномалии генита-
лий  (A), задержка роста  (R) и нейросенсорная глу-
хота  (D), неконтролируемо возрастает активность 
mTOR, а ингибирование mTOR рапамицином пол-
ностью нивелирует возникшее гипертрофирован-
ное состояние сердечной мышцы  [160]. Также 
mTORC1 способен фосфорилировать белок  ULK, 
ингибируя его активность, заключающуюся в де-
градации белков и органелл при аутофагии  [161]. 
Таким образом, активация mTOR под действием 
сигнальных каскадов, запускаемых IGF-I, стиму-
лирует гипертрофический рост клеток миокарда.

Для передачи сигнала рецептором IGF-1R су-
ществует два канонических пути: PI3K/AKT и ERK. 
Также в ряде работ описан неканонический путь 
IGF-клеточной сигнализации, ассоциированный 
с G-белками. Было показано, что некоторые эф-
фекты IGF-I ингибируются блокатором гетеро-
тримерных Gi-белков  – Petrussis toxin (PTX) или 
коклюшным токсином – на некоторых клеточных 
линиях, что позволило сделать вывод, что акти-
вация IGF-1R запускает клеточную сигнализацию 
через Gi-белки. Было показано, что IGF-1R физи-
чески взаимодействует с представителями семей-
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Рис. 4. Канонические (выделены синим цветом) и неканонический (выделен красным цветом) пути переда-
чи сигнала от IGF-I через IGF-1R-рецептор. Grb2 – белок 2, связанный с рецептором фактора роста; ERK – вне-
клеточная сигнал-регулируемая киназа; IRS – субстрат инсулинового рецептора; AKT1/2 – серин-треониновая 
протеинкиназа  В alpha/beta; BAD  –  агонист белка клеточной гибели, связанный с  BCL2; mTOR  –  серин-
треониновая протеинкиназа (mechanistic  target  of rapamycin); 4EBP1  –  белок, связывающий три изофор-
мы эукариотических факторов инициации трансляции; S6K  –  изоформа киназы  S6; PLC  –  фосфолипаза  С; 
IP3  –  иназитол-3-фосфат; InsP3R  –  иназитолтрифосфатный рецептор. Описание в тексте

ства G-белков  – Giα и  Gβ. Такое взаимодействие 
усиливается после взаимодействия IGF-1R и IGF-I. 
Передача сигнала через G-белки приводит к акти-
вации мембранной фосфолипазы  С  (PLC), которая 
повышает количество инозитол  1-, 4- и 5-трифос-
фата, что, в свою очередь, ведёт к Ca2+-опосредо-
ванной регуляции транскрипции  (рис.  4)  [30].

Что касается канонических путей передачи 
сигнала через IGF-1R от IGF-I, то принято считать, 
что сигнальный путь IGF-I/PI3K/AKT, который был 
описан выше, является основным в развитии 
физиологической гипертрофии миокарда. Было 
показано, что у мышей с пониженной активно-
стью сигнального пути IGF-I/PI3K/AKT был детек-
тирован нормальный или уменьшенный размер 
сердца и сниженный гипертрофический ответ 
при физической нагрузке. В  случае повышенной 
активности IGF-I/PI3K/AKT размер сердца оста-
вался в пределах нормы, как и гипертрофический 
ответ на физическую нагрузку; более того, у таких 
мышей наблюдалась эффективная устойчивость 
к развитию инфаркта миокарда, дилатационной 
кардиомиопатии и развитию артериальной ги-

пертензии [162]. Кроме сигнального каскада IGF-I/
PI3K/AKT, который рассматривается как основной 
в развитии физиологической гипертрофии, сиг-
нальный путь ERK также может опосредовать 
её возникновение. Показано, что сигнальный 
путь ERK активируется при ранней адаптивной 
концентрической гипертрофии, но активация 
этого пути снижается при поздней деструктив-
ной эксцентрической гипертрофии (компенсатор-
ная гипертрофия миокарда, при которой проис-
ходит утолщение стенки миокарда с дилатацией 
сердечной полости). При повышенном давлении 
ERK-сигнальный путь активируется посредством 
рецепторов, ассоциированных с G-белками или 
посредством интегринов, которые являются сенсо-
рами растяжения. У мышей, мутантных по одному 
из компонентов сигнального пути  ERK, наблюда-
лась большая чувствительность к повышенному 
давлению и не происходило развития гипертро-
фического ответа в ответ на поперечное сужение 
аорты. Таким образом, понижение активности 
ERK-сигнального каскада ассоциировано с транс-
формацией от компенсаторной к патологической 
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гипертрофической сердечной недостаточности 
при избыточном давлении, и роль ERK в этом 
процессе заключается в предотвращении эксцен-
тричного роста миокарда  [163]. ERK-сигнальный 
путь, по-видимому, вовлечён и в транслокацию 
IGF-2R через мембрану. Было показано, что про-
гипертрофический фактор ангиотензин-II (ANG-II) 
повышает стабильность IGF-2R-рецептора, и его 
действие опосредовано активацией ERK-сигналь-
ного каскада. Использование ингибиторов ERK-
сигнального пути, в свою очередь, понижает 
количество IGF-2R-рецепторов в клеточной мем-
бране  [164].

Среди факторов, которые способны индуциро-
вать гипертрофию в миокарде, также выделяют 
такие агенты, как ангиотензин-II, эндотелин-I, 
норэпинефрин и  др. В  нашей лаборатории было 
показано, что при эндотелин-1-опосредованной 
гипертрофии кардиомиоцитов в первичной куль-
туре кардиомиоцитов крысы повышается уро-
вень протеолиза IGFBP-4 под действием протеазы 
PAPP-A, что приводит к увеличению количества 
свободного IGF-II. Такое изменение в концентра-
ции свободного IGF-II вследствие гипертрофиче-
ских изменений в кардиомиоцитах может являть-
ся потенциальным компенсаторным механизмом 
при патологической гипертрофии миокарда, по-
скольку, наряду с прогипертрофическими свой-
ствами, IGF-II также проявляет кардиопротектор-
ные свойства (см.  раздел «Кардиопротекторная 
роль IGF в сердечной ткани») [18]. Таким образом, 
можно говорить о принципиально разных ролях 
IGF-I и IGF-II в регуляции и развитии физиологи-
ческой и патологической гипертрофии миокарда, 
так как IGF-I в таком случае будет являться фак-
тором, приводящим к развитию физиологической 
гипертрофии, как следствию внешних факторов, 
а функция IGF-II будет заключаться в ослаблении 
последствий развившейся патологической гипер-
трофии.

Атеросклероз. Известно, что система инсули
ноподобного фактора роста вносит вклад в раз-
витие атеросклероза, активируя рост и пролифе-
рацию гладкомышечных клеток и макрофагов, 
а  также инициируя такие процессы, как ангио-
генез и рестеноз  [165]. Атеросклероз, представля-
ющий собой одну из основных причин различ-
ных сердечно-сосудистых заболеваний, является 
многофакторным заболеванием и обладает слож-
ной патофизиологией. При атеросклерозе IGF-I 
локально вырабатывается эндотелиальными и 
гладкомышечными клетками стенок сосудов и 
обнаруживается в плазме крови  [166]. Резуль-
таты недавних исследований указывают на то, 
что в формирование атеросклеротических бля-
шек вовлечены не только IGF, но и система 
белков, регулирующих их биодоступность  [2]. 

Так, ряд исследований указывают на атероген-
ную роль протеазы PAPP-A, специфически рас-
щепляющей IGFBP-4. Так, повышенный уровень 
PAPP-A детектируется у пациентов с нестабиль-
ной стенокардией, острым инфарктом миокарда, 
бессимптомной гиперлипидемией, ишемической 
болезнью сердца, атеросклеротическими заболе-
ваниями периферических артерий и  др.  [167–171].  
Conover  et  al.  [172] показали, что при повышен-
ной экспрессии PAPP-A в гладкомышечной ткани 
артерий происходит ускорение развития атеро-
склеротического поражения сосудов, т.е.  PAPP-A 
является атерогенным фактором. Далее, в ряде 
исследований PAPP-A был использован как по-
тенциальная мишень в терапии атеросклероти-
ческих заболеваний. При ингибировании PAPP-A 
под действием высокоспецифичных антител у 
мышей через 10  недель наблюдалось снижение 
количества атеросклеротических бляшек на  70% 
по сравнению с контрольной группой. Достигну-
тый эффект оставался постоянным на фоне искус-
ственно повышенного уровня холестерина и три-
глицеридов  [58,  172].

Убедительными доказательствами в пользу 
участия PAPP-A в атеросклерозе также являются 
исследования по гипер- и гипоэкспрессии PAPP-A 
у мышей. Так, повышенная экспрессия PAPP-A в 
гладкомышечных клетках артерий у мышей при-
водила к увеличению площади поражения арте-
рий, однако количество очагов поражений при 
этом не изменялось. При этом отсутствие экспрес-
сии PAPP-A препятствовало развитию атероскле-
ротических изменений в сосудах у мышей, дефи-
цитных по аполипопротеину  Е на фоне диеты с 
высоким содержанием жиров. Более того, ингиби-
рование PAPP-A посредством высокоспецифичных 
моноклональных антител приводило к уменьше-
нию количества атеросклеротических бляшек 
в аорте  [172–174]. Boldt  et  al.  [175] показали, что 
атерогенная роль PAPP-A зависит от локализации 
протеолитической активности фермента по отно-
шению к IGFBP-4. В  том случае, когда протеолиз 
IGFBP-4 происходил не на поверхности клеток, а 
во внеклеточной среде, увеличения площади об-
ласти поражения стенок сосудов не наблюдалось. 
Среди механизмов атерогенного действия PAPP-A 
предполагают многочисленные патофизиологиче-
ские процессы, которые ассоциированы с атероге-
незом, включая накопление липидов, сосудистое 
воспаление, дисфункцию эндотелия, пролифера-
цию и миграцию гладкомышечных клеток сосу-
дов, стабильность атеросклеротических бляшек и 
атеротромбоз.

Таким образом, PAPP-A может являться потен-
циальной терапевтической мишенью для лечения 
атеросклероза через подавление её протеолитиче-
ской активности. Среди известных ингибиторов  
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протеолитической активности PAPP-A можно на-
звать станниокальцин-2 (STC-2), который может 
образовывать ковалентный комплекс с PAPP-A, 
ингибируя её  [176]. Среди других ингибиторов 
PAPP-A можно назвать микроРНК miR-490-2p, по-
вышенная экспрессия которой понижает протео-
литическую деградацию IGFBP-4  [177], станины и 
антиоксиданты  [178]. В  настоящий момент поиск 
эффективно действующих ингибиторов PAPP-A 
продолжается и является одной из ключевых за-
дач исследования IGF-сигнального пути в сердеч-
ной ткани.

IGF-система и метаболические патологии. 
Известно, что пациенты с диабетом 2-го типа 
имеют значительно большую частоту развития 
и худший прогноз сердечно-сосудистых заболе-
ваний по сравнению со здоровыми людьми  [179–
182]. Отчасти этот повышенный риск может быть 
связан с сопутствующими факторами, такими как 
гипертония, но, по-видимому, существуют допол-
нительные механизмы, благодаря которым диа-
бет 2-го типа и сердечно-сосудистые заболевания 
взаимосвязаны. Резистентность к инсулину, клю-
чевая особенность диабета 2-го типа, сама по себе 
ассоциирована с развитием сердечно-сосудистых 
патологий  [183].

В ряде исследований была показана взаимо-
связь между уровнями циркулирующего IGF-I и 
наличием ССЗ, в подавляющем большинстве из 
которых было продемонстрировано снижение 
уровня IGF-I на фоне повышения риска развития 
ССЗ  [184–187]. Интересно, что усиление протео-
литической деградации IGFBP-3, наблюдаемое при 
развитии диабета 2-го типа и сердечно-сосудистых 
заболеваний, может фактически представлять со-
бой компенсаторный механизм в попытке увели-
чить концентрацию IGF-I в крови  [188,  189]. При-
чинная роль снижения уровня IGF-I в развитии 
ССЗ и диабета хорошо объясняется при исследова-
нии пациентов с полиморфизмом в промоторной 
области гена, кодирующего IGF-I [190]. Отсутствие 
«нормального» аллеля приводит к состоянию 
постоянного дефицита IGF-I, такой феномен был 
обнаружен у  12% из более чем 2000  индивидуу-
мов. В  этом случае риск развития диабета 2-го 
типа и инфаркта миокарда повышается в 1,7  раз. 
Более того, у пациентов с полиморфизмом в про-
моторной области гена, кодирующего IGF-I, и с 
диабетом 2-го типа риск инфаркта миокарда уве-
личивается в 3,4  раза. Эти данные указывают на 
то, что снижение концентрации IGF-I в крови яв-
ляется особенностью метаболических патологий, 
которая на данный момент до конца не изучена. 
Не менее интересен тот факт, что низкие концен-
трации IGF-I и IGFBP-1 в крови независимо свя-
заны с развитием метаболических патологий и 
резистентности к инсулину  [191].

Компоненты IGF-сигнального пути как био-
маркеры ССЗ и их диагностическое значение. 
IGF-I и IGFBP-3. IGF-I является прогностическим 
маркером острого инфаркта миокарда. Пороговое  
значение концентрации в сыворотке крови 
для IGF-I при данном заболевании составля-
ет  137  нг/мл. Более высокие концентрации ассо-
циируются с улучшением функциональных па-
раметров сердца, в то время как более низкие 
ассоциируются с плохим прогнозом для выздо-
ровления. При этом наблюдается сильная корре-
ляция между увеличением концентраций IGF-I 
и IGFBP-3  [46]. Также IGFBP-3 и IGF-I в тандеме 
являются диагностическими маркерами ИБС: низ-
кие концентрации IGF-I и IGFBP-3 ассоциированы 
с этим заболеванием  [192]. Также известно, что 
низкие концентрации IGF-I в сыворотке наблю-
даются при хронической и прогрессирующей сер-
дечной недостаточности наряду с кахексией [193].

IGF-II. При остром инфаркте миокарда в сы-
воротке пациентов наблюдается снижение уровня 
IGF-II. При этом снижение концентрации IGF-II 
происходит непосредственно после инфаркта, од-
нако через неделю его концентрация достигает 
нормальных значений  [194].

PAPP-A. Основной регулятор биодоступности 
IGF – PAPP-A – является маркером острого коронар-
ного синдрома: он был обнаружен в нестабильных 
атеросклеротических бляшках на стенках крове-
носных сосудов  [165]. Сильная линейная корре-
ляция была обнаружена между уровнем PAPP-A 
и двумя другими известными маркерами ранних 
стадий атеросклероза (концентрация кальция в 
коронарных артериях и толщина интима-медиа 
сонных артерий). Так, при пороговом значении 
концентрации PAPP-A, равном 2,35 нг/мл, чувстви-
тельность и специфичность его как маркера ате-
росклероза была оценена в 94,3% и 63,9% соответ-
ственно [195]. Более того, циркулирующий в крови 
PAPP-A является сильным прогностическим мар-
кером инфаркта, предполагается, что его прогно-
стическая способность превосходит таковую для 
сердечной изоформы тропонина I  (cTnI)  [196, 197].

IGFBP-4. В  ряде исследований было показа-
но, что повышенный уровень протеолитических 
фрагментов IGFBP-4 (NT-IGFBP-4 и CT-IGFBP-4) ас-
социирован с увеличением риска возникновения 
ОКС у пациентов с ИБС и наступлением смерти от 
ССЗ у больных диабетом 1-го типа [16,  104]. Недав-
но было обнаружено, что повышенный уровень 
протеолитических фрагментов IGFBP-4 в крови у 
больных сердечной недостаточностью  (СН)  – со-
стоянием, которое может развиваться вследствие 
ОКС и инфаркта миокарда – также ассоциирован с 
повышенным риском летального исхода  [15, 105]. 
Одним из самых распространённых патоло
гических изменений в сердечной ткани при  СН  
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является патологическая гипертрофия кардиомио-
цитов, в результате которой происходит увеличе-
ние сердечной мышечной массы. Недавно в на-
шей лаборатории было проведено исследование 
уровня протеолиза IGFBP-4 при гипертрофических 
изменениях в культуре кардиомиоцитов крысы. 
При этом фенотипические изменения в кардио-
миоцитах были охарактеризованы как харак-
терные для патологической гипертрофии. Было 
показано, что концентрация фрагментов IGFBP-4 
вследствие PAPP-A-ассоциированной протеолити-
ческой реакции повышается в гипертрофирован-
ной культуре кардиомиоцитов, по сравнению с 
нормой, в 1,5–2  раза  [18]. Эти данные позволяют 
предположить, что усиление PAPP-A-зависимого 
протеолиза IGFBP-4 при гипертрофии будет при-
водить к повышению биодоступности IGF, по срав-
нению с нормой, и частично объясняют механизм 
увеличения концентрации протеолитических 
фрагментов IGFBP-4 при развитии различных ССЗ.

IGFBP-5. Роль IGFBP-5, синтезируемого и се-
кретируемого большим количеством типов кле-
ток, как биомаркера сердечно-сосудистых заболе-
ваний была показана при ИБС. Так, в сыворотке 
пациентов концентрация IGFBP-5 снижалась, 
что достоверно коррелирует с уровнями IGF-I, -II 
и  IGFBP-3  [122].

В табл.  1 просуммирована вышесказанная 
информация об основных компонентах IGF-сиг-
нального пути как биомаркеров ССЗ, а также их 
диагностическое значение.

КАРДИОПРОТЕКТОРНАЯ РОЛЬ IGF  
В СЕРДЕЧНОЙ ТКАНИ. ТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ 

ПОТЕНЦИАЛ IGF-I В ЛЕЧЕНИИ ССЗ

Несмотря на большое количество данных о 
роли IGF-сигнального пути в развитии сердеч-
но-сосудистых патологий, в ряде исследований  

Таблица 1. Компоненты IGF-сигнального пути как биомаркеры ССЗ и их диагностическое значение

Компонент 
IGF-системы Прогностическая и клиническая значимость Ссылка

IGF-I

прогностический маркер острого инфаркта миокарда (концентрация  
в сыворотке  <  137  нг/мл) [46]

диагностический маркер сердечной недостаточности (СН) (концентрация  
в сыворотке  <  122  нг/мл) [193]

IGF-II диагностический маркер острого инфаркта миокарда (концентрация  
в сыворотке крови  <  400  нг/мл) [194]

IGFBP-3 
и  IGF-I

диагностический маркер ишемической болезни сердца (ИБС);
на фоне ИБС  – IGFBP-3 2204,5  ±  1343,3  нг/мл; IGF-I 277,8  ±  178,9  нг/мл;
при этом контрольные значения для IGFBP-3: 8499,5  ±  2406,6  нг/мл;  
для IGF-I: 492,8  ±  222,9  нг/мл;
таким образом, на фоне ИБС наблюдается снижение количества 
IGFBP-3  и  IGF-I

[192]

IGFBP-4

прогностический маркер ОКС у пациентов с ИБС и наступления смерти 
у  больных диабетом 1-го типа [16,  104]

прогностический маркер СН (повышенный уровень протеолитических 
фрагментов у пациентов с СН ассоциирован с повышенным риском  
летального исхода: NT-IGFBP-4  >  214  мкг/литр, CT-IGFBP-4  >  124  мкг/литр)

[15,  105]

повышение уровня фрагментов IGFBP-4 ассоциировано с развитием  
гипертрофии кардиомиоцитов (в 1,5  раза по сравнению с контролем) [18]

IGFBP-5 диагностический маркер ишемической болезни сердца (у пациентов с ИБС 
уровень IGFBP-5 выше 298  ±  71  нг/мл; у здоровых пациентов  – 200  ±  59  нг/мл) [122]

PAPP-A

диагностический маркер ОКС  – обнаруживается в нестабильных  
атеросклеротических бляшках;
уровень PAPP-A на фоне нестабильной стенокардии  – 14,9  мкМЕ/литр;  
на фоне инфаркта миокарда  – 20,6  мкМЕ/литр; более 10  мкМЕ/литр  –  
у пациентов с ОКС

[165,  195]

прогностический маркер инфаркта миокарда (пороговое значение 
12,6  мкМЕ/литр) [196,  197]
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описываются кардиопротекторные свойства IGF 
при различных ССЗ. Так, в 2018 г. Yeves et al.  [198] 
было показано, что IGF-I оказывает кардиопро-
текторное влияние на модели спонтанно гипер-
тензивных крыс. Также в ряде экспериментов 
был показан положительный эффект оверэкс-
прессии IGF-II и IGF-I на функции сердца мышей 
после инфаркта миокарда  [199,  200]. В  работе 
Vinciguerra  et  al.  [201] было продемонстрировано, 
что оверэкспрессия IGF-I в неонатальных кардио-
миоцитах, переведённых в гипертрофированное 
состояние, повышает экспрессию кардиопротек
торных генов. Кроме этого, в исследовании 
McMullen  et  al.  [53] было показано, что оверэкс-
прессия IGF-1R вызывает физиологическую ги-
пертрофию сердца, не связанную с изменениями 
веса других органов, и положительно влияет 
на жизнеспособность кардиомиоцитов. В  2012  г. 
Zhang  et  al.  [127] продемонстрировали, что овер-
экспрессия IGF-I в сердечной ткани может ослаб-
лять, а в некоторых случаях и полностью пред-
отвращать сократительную и метаболическую 
дисфункцию, вызванную питанием с высоким 
содержанием жиров. Также было показано, что 
избыточная экспрессия IGF-1R кардиомиоцитами  
предотвращает фиброз сердца, ассоциированный 
с диабетом 1-го типа и диастолическую дисфунк-
цию  [202].

В ряде работ на моделях различных живот-
ных было продемонстрировано, что внутривен-
ное введение IGF-I улучшает переносимость ише-
мии и восстановление сердечной функции после 
инфаркта миокарда [203, 204]. Например, в работе 
Friehs  et  al.  [203] было продемонстрировано, что 
IGF-I усиливает метаболизм глюкозы в организ-
ме и устойчивость к ишемии при гипертрофии 
миокарда. В  контексте терапевтических подходов 
к лечению метаболических патологий, основан-
ных на применении IGF-I, следует упомянуть, что 
рекомбинантный человеческий IGF-I  (rhIGF-I) из-
учался в качестве потенциального средства для 
лечения диабета 1-го и 2-го типов. Было показано, 
что прием rhIGF-I улучшал гликемический кон-
троль, но был связан с серьезными побочными 
эффектами, такими как обострение диабетиче-
ской ретинопатии  [205]. Кроме этого, в исследо-
вании Donath  et  al.  [206] было показано, что вве-
дение IGF-I пациентам с хронической сердечной 
недостаточностью улучшает работу сердца за счёт 
снижения постнагрузки и, возможно, за счёт по-
ложительного инотропного эффекта – увеличения 
силы сокращения сердца.

Поскольку в последнее время был накоплен 
значительный массив данных о разнонаправлен-
ных эффектах IGF, принципиально иной терапев-
тический подход с многообещающим потенциа-
лом был недавно предложен Wang и Kukreja [207]. 

Данный подход заключался в том, что значитель-
ного повышения уровня IGF-I в крови пациентов 
можно достичь с помощью комбинированного 
лечения тадалафилом  (TAD) и гидроксихлоро-
хином  HCQ. TAD  – это ингибитор фосфодиэсте-
разы  5, который оказывает кардиопротекторное 
действие против ишемии/реперфузии  (I/R) у мы-
шей с сахарным диабетом, в то время как HCQ 
является противомалярийным и противовос-
палительным препаратом, снижающим гипер-
гликемию у пациентов с сахарным диабетом. 
Наблюдаемое повышение уровней инсулина и 
IGF-I при комбинированном лечении TAD  +  HCQ 
приводило к активации сигнального пути AKT/
mTOR. В  результате было высказано предполо-
жение, что одновременное лечение TAD и HCQ 
может стать легкодоступным новым фармакоте-
рапевтическим подходом для защиты от внутри-
мышечного повреждения миокарда при сахарном 
диабете 2-го типа [207]. Ингибиторы транспортёра 
натрия-глюкозы-2 (SGLT-2is) и агонисты рецептора 
глюкагоноподобного пептида-1 (GLP-1RAs) прояв-
ляют многочисленные метаболические и сердеч-
но-сосудистые эффекты, которые положительно 
влияют на состояние при диабете и метаболизм 
в целом, такие как уменьшение гипергликемии, 
жировой массы и ремоделирования костей, сни-
жение веса при натрийурезе, и против атеро-
склероза  [208]. Все больше данных указывает на 
участие оси IGF в плейотропных реакциях, вызы-
ваемых SGLT-2is и GLP-1RAs. Например, GLP-1RA 
стимулируют реакции, активирующие жизне-
способность клеток в тканях, таких как β-клетки 
поджелудочной железы и ткани сердца, где IGF-I/
IGF-1R играет важную роль. Влияние SGLT-2 на 
систему IGF плохо изучено, но было высказано 
предположение, что они способствуют усилению 
кетогенеза, опосредованного повышенным уров-
нем циркулирующего гормона роста  (GH)  [208]. 
Связь SGLT-2is и GLP-1RAs с IGF-сигнализацией 
представляет собой захватывающую новую фар-
макологическую стратегию модуляции уровней 
IGF-I, которая требует дальнейшей проверки для 
потенциального применения в лечении сердечно-
сосудистых и метаболических заболеваний  [208]. 
В  целом, эти результаты ещё раз подтверждают 
идею о том, что кардиоспецифическая терапия 
на основе модуляции концентраций свободного 
биологически доступного IGF-I может стать мощ-
ным полезным инструментом для профилактики 
сердечно-сосудистых заболеваний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, регуляция развития пато-
логических и кардиопротекторных процессов 



IGF-СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ В СЕРДЦЕ 1351

БИОХИМИЯ том 89 вып. 8 2024

Рис. 5. Положительные и негативные эффекты IGF в сердце

в  миокарде является одним их ключевых факто-
ров поддержания физиологической активности 
сердца. Сигнальная система, активируемая ин-
сулиноподобными факторами роста  1 и  2 (IGF-I, 
IGF-II), представляет собой путь клеточной сиг-
нализации, оказывающий как позитивное, так 
и негативное влияние на миокард. С  одной сто-
роны, IGF активируют развитие кардиопротек-
торных механизмов, играющих адаптивную и в 
некоторых случаях даже компенсаторную роль 
при различных стрессовых воздействиях  (рис.  5). 
С  другой стороны, инициация IGF-сигнального 
каскада сопряжена с развитием широкого спек-
тра сердечно-сосудистых патологий  (рис.  5). Сте-
пень выраженности позитивного и негативного 
воздействия IGF варьирует в широких пределах. 
Поэтому исследования регуляции IGF-сигнального 
пути в миокарде являются актуальной фундамен-
тальной и прикладной задачей, а ключевые ком-
поненты IGF-системы  – перспективными мише-
нями для терапевтического воздействия. Однако 
следует отметить, что разработка терапии ССЗ на 
основе IGF и её потенциальное применение не-
возможно без глубокого анализа данных как о его 

положительных, так и о его негативных эффектах 
в миокарде.
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The proper functioning of the cardiovascular system is one of the most important goals of the body. 
The physiological processes in myocardium is regulated by the balance of cardioprotective and patho-
logical mechanisms. The system of insulin-like growth factors (IGF system, IGF signaling pathway) plays 
pivotal role in regulating the growth and development of various cells and tissues. In the myocardi-
um, the IGF system provides both cardioprotective and pathological effects. This review summarizes 
recent data on the role of IGF signaling in the realization of cardioprotection from one side and the 
pathogenesis of various cardiovascular diseases from the other side, as well as analyzes the severity 
of these effects in various conditions.
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Феномен парамутации описывает взаимодействие между двумя аллелями, при котором один 
аллель инициирует наследуемые эпигенетические изменения в другом аллеле, не затра-
гивая последовательность  ДНК. Эпигенетические преобразования вследствие парамутации 
сопровождаются изменением паттерна метилирования ДНК и/или гистонов, оказывая влия-
ние на экспрессию генов. Исследования парамутации у растений и животных позволили за-
ключить, что короткие некодирующие РНК являются главными эффекторными молекулами, 
необходимыми для инициации эпигенетического изменения геномных локусов. Благодаря 
тому, что различные классы коротких некодирующих РНК могут передаваться через поколе-
ния, эффект парамутации может наследоваться и сохраняться в популяции. В  данном обзоре 
проведен систематический анализ описанных к настоящему времени примеров парамута-
ции в различных живых системах и выделены общие и различные молекулярно-генетиче-
ские аспекты парамутации в разных организмах, а также рассмотрена роль этого феномена  
в эволюции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: эпигенетика, неменделевское наследование, короткие некодирующие РНК, 
хроматин, экспрессия генов.

DOI: 10.31857/S0320972524080046 EDN: KEBFAB

Принятые сокращения: дцРНК – двухцепочечная РНК; МЭ – мобильные генетические элементы; нт. – нук-
леотид; piРНК  – короткие некодирующие РНК, ассоциированные с белком Piwi; siРНК  – короткие интер-
ферирующие РНК; Pol  – ДНК-зависимая РНК-полимераза; RdDM  – РНК-направленное метилирование ДНК; 
RdRP  – РНК-зависимая РНК-полимераза; TSE  – эффект транс-сайленсинга.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время пристальный интерес 
ученых вызывает относительно молодая область 
молекулярной биологии, эпигенетика, исследую-
щая механизмы изменения активности генов, не 
затрагивающие последовательность ДНК. Долгое 
время считалось, что наследование признаков 
происходит только путем передачи генетического 
материала в поколениях, а условия окружающей 
среды служат способом тестирования генетиче-
ских вариантов и их отбора. За  последние 20  лет 
открытие механизмов, в результате которых про-

исходят изменения хроматина в ответ на физиоло-
гические и патологические факторы, превратили 
наши знания об эпигенетике из коллекции любо-
пытных биологических явлений в самостоятель-
ное направление биологических исследований. 
В  области эпигенетики исследуются такие явле-
ния, как парамутация, геномный импринтинг, эф-
фект положения, а также подавление экспрессии 
мобильных генетических элементов  (МЭ). Дан-
ный обзор посвящен систематическому анализу 
накопленных сведений о механизмах парамута-
ции, а также сравнению особенностей этого эпи-
генетического феномена у животных и растений.
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Рис. 1. Сравнение классического наследования признаков по Менделю и при парамутации на примере ло-
куса  b1 у кукурузы. а  –  Классическое расщепление признаков в потомстве гибридов первого и второго 
поколений в соответствии с первым и вторым законами Менделя  (сверху); возникновение в результате 
парамутации аллеля  а′, который имеет фенотип  «А», при этом фенотип  «а» исчезает и больше не проявля-
ется в поколениях  (снизу). Красный цвет  – фенотип  «А», голубой цвет  – фенотип  «а». б  –  Взаимодействие 
аллелей B-I  (фиолетовый фенотип) и  B′  (зеленый фенотип) приводит к формированию аллеля B′* и про-
явлению только «зеленого фенотипа» в потомстве первого поколения  (F1). При дальнейшем скрещивании 
растений F1 между собой или при проведении возвратного скрещивания с гомозиготным родителем B-I все 
потомство будет также иметь «зеленый фенотип» независимо от генотипа родителей

Термином «парамутация» описывают взаи-
модействие между двумя аллелями, при кото-
ром один из аллелей (парамутагенный аллель) 
вызывает наследуемые эпигенетические моди-
фикации в другом аллеле (парамутабельный 
аллель)  (рис.  1,  а)  [1–4]. Взаимодействие аллелей 
при парамутации не приводит к изменению по-
следовательности ДНК, поэтому данный процесс 
приводит к нетипичному наследованию призна-
ков у организмов. Парамутация является одной 
из форм неменделевского наследования. В  этом 
случае при скрещивании гетерозиготных особей 
не происходит расщепление признаков, согласно 
второму закону Менделя, и все потомство обла-
дает фенотипом одного из родителей  – носителя 
парамутагенного аллеля  (рис.  1,  а). Эпигенетиче-
ское преобразования аллелей при парамутации 
приводит к транскрипционному сайленсингу 
геномных локусов. При этом парамутабельный 
аллель приобретает свойства парамутагенного 

и может самостоятельно инициировать эпигене-
тическое преобразование гомологичного алле-
ля в следующих поколениях. Парамутагенный 
эффект может обладать чрезвычайной стабиль-
ностью и сохраняться на протяжении многих 
поколений, причем парамутированный аллель 
сохраняет приобретенные свойства даже при 
отсутствии в геноме исходного парамутагенного  
аллеля  [1–4].

Таким образом, можно выделить три клю-
чевые особенности парамутации: (1)  изменение 
транскрипционной активности локуса не связа-
но с изменением последовательности ДНК и осу-
ществляется с помощью эпигенетических меха-
низмов; (2)  транскрипционная активность локуса 
вследствие парамутации передается следующим 
поколениям даже при отсутствии исходного пара-
мутагенного аллеля в геноме; (3)  геномный локус 
приобретает свойства исходного парамутагенного 
аллеля и способен также изменять активность 



КУЛИКОВА и др.1366

БИОХИМИЯ том 89 вып. 8 2024

гомологичных последовательностей в следующих 
поколениях  [1–4].

ПАРАМУТАЦИЯ У РАСТЕНИЙ

Исторически феномен парамутации впервые 
был открыт у растений. В  1915  г., проводя гене-
тические опыты на садовом горохе Pisum sativum, 
Bateson и Pellew [5] обнаружили растения с умень-
шенными листьями и побегами и назвали этот 
фенотип «rogue». При скрещивании растений с 
фенотипом «rogue» с растениями дикого типа во 
всех последующих поколениях проявлялся только 
фенотип «rogue». Однако в то время это откры-
тие прошло незаметно и долгое время оставалось 
практически единственным примером неменде-
левского наследования признаков.

Впервые термин парамутация был предложен 
в 1950-х  гг. Brink  [6,  7] при описании взаимодей-
ствия аллелей, отвечающих за окраску стеблей, 
листьев и семян кукурузы. Позже парамутаген-
ные локусы были обнаружены у других растений, 
например, у декоративного растения Энотера и у 
томата  [8,  9]. Далее, в нашем обзоре парамутация 
у растений будет подробно рассмотрена у куку-
рузы, для которой наиболее полно изучены моле-
кулярно-генетические особенности данного эпи-
генетического феномена.

У кукурузы описано 5  парамутагенных локу-
сов: r1  (red1, coloured  1), b1  (booster  1), pl1  (purple 
plant  1), p1 (pericarp color  1) и локус lpa1 (low phytic 
acid  1). Гены  r1, b1, pl1 и  p1 кодируют факторы 
транскрипции, участвующие в регуляции биосин-
теза флавоноидов и антоцианов в растительных 
тканях, тогда как lpa1 кодирует белок ZmMRP4 
(multidrug resistance-associated proteins  4), участ-
вующий в транспорте и запасании фитиновой 
кислоты в семенах растения  [3, 10,  11]. Классиче-
ский пример парамутации у кукурузы был опи-
сан в локусе  b1, содержащем единственный ген, 
продукт которого определяет окраску стеблей ра-
стений. Для растений, гомозиготных по аллелю 
B-I  (Booster-Intense), характерна высокая экспрес-
сия гена  b1, при которой стебли имеют темно-
фиолетовую окраску. Другой аллель  (B′) имеет 
слабую экспрессию  b1, и растения, гомозиготные 
по этому аллелю, имеют окраску стеблей близ-
кую к зеленой вследствие низкого содержания 
пигмента  (рис.  1,  б). При скрещивании растений 
B-I  (фиолетовый фенотип) и B′  (зеленый фенотип) 
все растения первого поколения будут иметь зе-
леный фенотип. У гетерозиготных растений B-I/B′ 
аллель В-I преобразуется вследствие парамутации 
в новый аллель  B′*, который приобретает свой-
ства аллеля  B′. Новый парамутагенный аллель 
В′*, как и исходный аллель В′, может приводить 

к преобразованию аллеля B-I в В′* в следующих 
поколениях (рис. 1, б) [12]. Аллель B′ обладает пол-
ной пенетрантностью, а вызываемый им параму-
тагенный эффект на аллель B-I крайне стабилен. 
Так, на протяжении десятков лет наблюдения не 
обнаружено ни одного растения с реверсией гено-
типа к исходному состоянию  B-I  [12,  13].

РНК-направленное метилирование ДНК. 
В феномене парамутации у растений важную роль 
играет процесс РНК-направленного метилирова-
ния ДНК (от англ. RNA-directed DNA methylation, 
RdDM)  [14]. Путь RdDM уникален для растений и 
является единственным путем, в ходе которого 
происходит метилирование ДНК de  novo  [15,  16]. 
В  эволюции растений этот путь сформировался в 
основном для защиты генома от вирусных пато-
генов и перемещения МЭ [17]. Наиболее подробно 
путь RdDM изучен у Arabidopsis thaliana, поэто-
му в дальнейшем путь RdDM будет рассмотрен 
именно на примере этого растения. Необходи-
мым условием для метилирования ДНК в пути 
RdDM является синтез коротких интерферирую-
щих РНК (от англ. small interfering RNA, siРНК) из 
тех же геномных областей, которые впоследствии 
будут метилированы  [18]. Этим он отличается от 
двух других путей метилирования ДНК у расте-
ний, осуществляемых продуктами генов  DDM1 
(Decrease in DNA Methylation  1) и DDM2 (Decrease in 
DNA Methylation  2). Эти пути не зависят от актив-
ности siРНК и служат для поддержания метили-
рованных областей генома  [19].

В зависимости от механизма образования 
siРНК из более длинных двухцепочечных РНК 
(дцРНК) предшественников выделяют канониче-
ский путь RdDM (осуществляется siРНК длиной 
24 нуклеотида (нт.)) и неканонический путь RdDM 
(осуществляется 21–22-нуклеотидными siРНК)  [20]. 
В  обоих случаях в образовании и функции siРНК 
участвует белок Dicer, а также белки семейства 
Argonaute  (Ago). Процесс образования дцРНК-
предшественника является одним из ключевых 
различий между растениями и большинством 
животных  [20]. У  растений активна РНК-зави-
симая РНК-полимераза (от англ. RNA-dependent 
RNA Polymerase, RdRP), и образование дцРНК 
может происходить на матрице одноцепочечной 
РНК [20]. Ввиду утраты этого фермента в ходе эво-
люции у большинства животных дцРНК форми-
руется в результате двунаправленной транскрип-
ции геномных локусов или за счет образования 
шпилечных структур в одноцепочечной РНК с 
последующим процессингом до дцРНК [21]. Кроме 
того, ключевые роли в каноническом пути RdDM 
у растений играют РНК-полимеразы IV и V (Pol IV, 
Pol  V), не встречающиеся у животных  [22]. Они 
являются паралогами консервативной для всех 
живых организмов РНК-полимеразы  II (Pol  II) 
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Рис. 2. Канонический путь РНК-направленного метилирования ДНК (путь RdDM) у растений. Канонический 
путь RdDM начинается с транскрипции предшественников siРНК из геномных локусов с помощью Pol  IV. 
NRPD1 является самой большой субъединицей Pol  IV. Привлечение Pol  IV в геномные локусы осуществля-
ется с помощью белков SHH1 и CLSY, которые распознают одновременно H3K4me0 (неметилированный ли-
зин) и H3K9me2. Затем на матрице предшественников siРНК происходит синтез второй комплементарной 
цепи РНК с помощью RdRP, RDR2. Далее, белок DCL3 «нарезает» дцРНК на 24-нуклеотидные siРНК, которые 
подвергаются метилированию выступающих 3′-концевых рибонуклеотидов РНК-метилтрансферазой HEN1. 
На  заключительном этапе образования гидовая цепь siРНК загружается в один из белков Ago (Ago4, Ago6 
или Ago9) и связывается с комплементарной РНК-мишенью. Белок Ago, загруженный siРНК, взаимодействует 
с NRPE1, самой крупной субъединицей Pol  V, и привлекает фактор SPT5L. Затем комплекс Pol  V–Ago4–SPT5L 
привлекает в геномный локус метилтрансферазу DRM2, которая катализирует метилирование ДНК de  novo. 
В  привлечении Pol  V к геномному локусу и его метилировании участвует комплекс DDR, в который входят 
факторы DRD1, DMS3 и RDM1, а также белки SUVH2 и SUVH9. Комплекс IDN2–IDP, связанный одновременно 
с ДНК и транскрибируемой РНК, привлекает ATP-зависимый комплекс ремоделирования хроматина SWI–SNF 
в локус для облегчения метилирования  ДНК

и  возникли, по-видимому, в процессе дуплика-
ции кодирующего ее гена и специализации функ-
ций в пути RdDM  [23]. Мутации данных белков 
не влияют на жизнеспособность и фертильность 
растений, благодаря чему появилась возможность 
для изучения процесса РНК-направленного мети-
лирования  ДНК  [24,  25].

На первом этапе канонического пути RdDM 
в геномных локусах, которые впоследствии будут 
метилированы, происходит транскрипция одноце-
почечных коротких некодирующих РНК размером 
30–45  нт. с помощью Pol  IV, которые сразу превра-
щаются в дцРНК с помощью RDR2, РНК-зависи-
мой РНК-полимеразы у А.  thaliana  (рис.  2)  [26]. 
Важно отметить, что привлечение Pol  IV в геном-
ные локусы осуществляется с помощью RdDM-
ассоциированного белка  SHH1 (SAWADEE home
odomain homolog  1), а также белков семейства 
CLSY (CLASSY)  [27]. Комплекс данных белковых 
факторов распознает одновременно H3K4me0 

(неметилированный лизин) и H3K9me2 и рекру-
тирует Pol  IV в эти локусы  (рис.  2), в то время 
как метилирование H3K4 блокирует привлече-
ние Pol  IV  [28,  29]. Далее, белок DCL3 (Dicer-like  3) 
«нарезает» дцРНК-предшественники на 23–24-нук-
леотидные siРНК, преимущественно имеющие 
неспаренные нуклеотиды на 3′-концах  [30,  31]. 
На заключительном этапе образования siРНК под-
вергается метилированию концевых рибонуклео-
тидов по 2′-ОН группе рибозы в результате дей-
ствия РНК-метилтрансферазы  HEN1  [32].

В неканоническом пути RdDM транскрипция 
одноцепочечных коротких некодирующих РНК 
из геномных локусов осуществляется Pol  II  [33]. 
Далее, на матрице образованных транскриптов 
происходит синтез второй цепи РНК с помощью 
другой RdRP у A.  thaliana – RDR6 [33]. Затем актив-
ность Dicer-подобных белков DCL1, DCL2 и DCL4 
приводит к образованию более коротких siРНК 
длиной 21–22 нт. из дцРНК-предшественников [34]. 
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Далее, оба пути RdDM проходят одинаково. Гидо-
вая цепь siРНК загружается в белок  Ago и связы-
вается с комплементарной РНК-мишенью (рис. 2). 
У  растений имеются 10  белков семейства Ago 
(Ago1–Ago10) [35]. Из них только Ago4, Ago6 и Ago9 
участвуют в RdDM-пути  [35,  36].

Для реализации второго этапа каноническо-
го и неканонического путей RdDM необходима 
транскрипция инактивируемого геномного ло-
куса с помощью другой РНК-полимеразы (Pol  V). 
Ее  активность приводит к образованию более 
длинных транскриптов (~200  нт.). Pol  V служит 
платформой для привлечения всех остальных бел-
ковых факторов, участвующих в метилировании 
ДНК  (рис.  2)  [37]. При этом белок Ago4, загружен-
ный siРНК, взаимодействует с NRPE1 – самой круп-
ной субъединицей Pol  V  [36]. Далее, Ago4 привле-
кает дополнительный фактор SPT5L (Suppressor of 
Ty insertion  5  – like), который связывается с Ago4 
с помощью WG/GW-богатого домена  [38]. Нако-
нец, комплекс Pol  V–Ago4–SPT5L привлекает в ге-
номный локус метилтрансферазу DRM2 (domains 
rearranged methyltransferase  2), которая катализи-
рует метилирование ДНК  (рис.  2)  [17,  39,  40]. Для 
рекрутирования Pol  V необходим комплекс бел-
ков, который называется DDR по первым буквам 
входящих в него белков: DRD1  (Defective in RNA-
directed DNA methylation  1)  [41], DMS3 (Defective in 
Meristem Silencing  3) [42] и RDM1 (RNA-directed DNA 
methylation  1)  [43]. Комплекс DDR необходим для 
ассоциации Pol  V со своими мишенями по всему 
геному  [44]. Кроме того, в привлечении Pol  V в 
метилируемые локусы принимают участие допол-
нительные факторы  – белки SUVH2 и SUVH9  [45]. 
Они привлекают гистоновые метилтрансферазы 
SUVH4/KYP, SUVH5 и SUVH6, осуществляющие 
метилирование соседних гистонов  (рис.  2)  [46]. 
Важную роль в метилировании ДНК также играет 
комплекс белков IDN1 (Involved in de  novo  1), IDN2 
(Involved in de  novo  2) и IDP (IDN paralogue). Эти 
белки одновременно связывают геномную ДНК 
и транскрибируемую РНК  [47–49]. IDN2 взаимо-
действует с ATP-зависимым комплексом ремоде-
лирования хроматина SWI–SNF (SWItch–Sucrose 
Non-Fermentable). Этот комплекс необходим для 
изменения положения нуклеосом и облегчения 
метилирования ДНК  (рис.  2)  [50]. С  помощью 
описанного механизма у растений осуществля-
ется метилирование ДНК de  novo. Однако до сих 
пор неизвестно, как происходит первичное «на-
целивание» RdDM-пути на неметилированный 
парамутабельный аллель и привлечение в локус 
Pol  IV и  Pol  V  [51].

Цис-детерминанты парамутации. Особый 
интерес представляет разнообразие проявления 
феномена парамутации. В  классическом примере 
парамутации в локусе гена  b1 у кукурузы проис-

ходит стабильная модификация парамутабель-
ного аллеля, которая наследуется в последующих 
поколениях и вызывает вторичную парамутацию, 
как и исходный парамутагенный аллель. Следует 
отметить, что у растений существуют и другие 
парамутагенные аллели, которые различаются 
как в отношении частоты парамутации (от  9 
до  100%), так и стабильностью приобретенного 
парамутагенного состояния  [52,  53]. Например, в 
линии табака Spr12F, содержащей ген стрептоми-
цин-фосфотрансферазы  (spt), парамутация гомо
логичных локусов происходит с частотой ~60% [52].  
Кроме того, существуют нейтральные аллели, 
устойчивые к воздействию парамутагенного алле-
ля [54,  55], и аллели, в которых парамутация про-
исходит спонтанно [12,  56]. Например, в классиче-
ской системе парамутации аллеля  b1 у кукурузы 
спонтанное преобразование аллеля B-I в B ′ может 
происходить с частотой от  0,1 до  10%  [12,  56].

На такое разнообразие в поведении локусов, 
участвующих в парамутации, могут влиять как 
различия в генетическом фоне родительских ор
ганизмов, так и структурные особенности, цис-де-
терминанты, парамутагенных и парамутабельных 
аллелей. Цис-детерминанты парамутации  – это 
тандемные и инвертированные повторяющиеся 
последовательности ДНК, а также связанные с 
этими повторами эпигенетические метки, влияю-
щие на проявление и стабильность парамутаген-
ного эффекта  [57–59].

Для осуществления парамутагенного эффекта 
в локусе b1 кукурузы необходимы множественные 
тандемные повторы длиной 853  п.нт., которые 
находятся на расстоянии ~100  т.п.нт. выше стар-
та транскрипции гена  b1  (рис.  3)  [60–62]. В  2006  г. 
Alleman  et  al.  [26] установили, что с обеих цепей 
тандемных повторов осуществляется транскрип-
ция, которая приводит к образованию дцРНК. 
Исследователи показали, что у кукурузы мутация 
MOP1 (Mediator of paramutation  1), ортолога РНК-
зависимой РНК-полимеразы RDR2 у A.  thaliana, 
приводит к нарушению образования дцРНК с 
тандемных повторов и самого локуса  b1  [26,  60]. 
Таким образом, MOP1 является необходимым фак-
тором для осуществления парамутации. Эффек-
тивность парамутагенного эффекта также зависит 
от количества тандемных повторов и их структу-
ры (рис. 3). Аллель B′ с пятью или семью копиями 
повторов обладает 100%-ной парамутагенностью 
(показано на конструкции  b-5R ′), аллель  B′ с тре-
мя копиями обладает пониженной парамутаген-
ностью (конструкция  b-3R ′), а аллель, несущий 
одну копию повтора, вообще не вызывает пара-
мутагенный эффект и является нейтральным 
(конструкция  b-N; рис.  3)  [60–62]. Примечательно, 
что для парамутагенного эффекта необходима 
только 5′-концевая GC-богатая последовательность 
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Рис. 3. Сравнительное строение разных типов алле-
лей локуса b1 у кукурузы. На расстоянии ~100 т.п.нт. 
от старта транскрипции гена  b1 расположены тан-
демные повторы длиной 853  п.нт. (обозначены 
красно-зелеными кругами, где красный цвет обо-
значает 3′-концевую часть повтора, а зеленый цвет –  
5′-концевую часть). От  количества повторов и их 
структуры зависит эффективность парамутагенного 
эффекта в  локусе  b1

повтора (конструкция  pFA), тогда как 3′-концевая 
последовательность  (pFB) вообще не обладает 
парамутагенным эффектом и является нейтраль-
ной  (рис.  3)  [60–62]. Важно отметить, что для па-
рамутации необходимо присутствие тандемных 
повторов в обоих аллелях  – B ′  (парамутагенном) 
и B-I  (парамутабельном) [60]. Тандемные повторы 
локуса b1 не только являются цис-детерминантой 
парамутации, но также действуют как энхансер 
для парамутабельного аллеля и усиливают его 
транскрипционную активность  [57,  60,  63].

Роль RdDM-пути в парамутации. Установлено, 
что белки MOP1 и MOP2 (Mediator of paramutation  2) 
являются необходимыми факторами для обеспече-
ния парамутагенного эффекта в локусе Pl′, а также 
образовании коротких РНК длиной 24  нт.  [64–69]. 
Кроме того, уровни H3K9me2 в локусах  b1 и  p1 
коррелируют с соответствующими различиями 
в уровнях пигментации растений  [57,  70]. Эти 
результаты подтверждают то, что парамутация 
осуществляется с помощью RdDM-пути.

Интересные наблюдения были сделаны при 
проведение экспериментов с использованием 
трансгенных конструкций, экспрессирующих 
siРНК к тандемным повторам (конструкция  b1IR) 
и промотору гена  b1 (конструкция  a1pIR), и ра-
стений с мутациями mop1 и mop2  [71]. Мутация 
mop1 затрагивает первый этап RdDM-пути, когда 
с помощью Pol  IV сначала синтезируется одно-
цепочечный транскрипт, а затем с помощью 
MOP1 происходит образование двухцепочечного 
предшественника siРНК  [72]. Ген  mop2 кодирует 
фактор NRP(D/E)2a  – вторую по величине субъ-

единицу, входящую в состав как Pol  IV, так и в 
Pol  V  [26,  65,  71]. Таким образом, мутация mop2 
нарушает работу всего RdDM-пути, без которого 
парамутация невозможна. Ранее было показано, 
что сайленсинг b1 отсутствует у обоих мутантов – 
mop1 и mop2  [73]. Sloan  et  al.  [71] показали, что у 
растений, несущих конструкцию  a1pIR, наблю-
дается сайленсинг  b1 при мутации mop1, но не 
мутации mop2. Получается, что трансген, проду-
цирующий siРНК к промотору b1 может заменить 
работу Pol  IV, участвующую в образовании дцРНК, 
но не заменяет работу Pol  V, необходимую для ме-
тилирования локуса в пути  RdDM.

Однако результаты экспериментов с исполь-
зованием конструкции  b1IR, из которой образу-
ются siРНК к тандемным повторам, оказались 
неожиданными. Введение в геном конструк-
ции  b1IR приводило к сайленсингу  b1 у гомози-
готных мутантов по обоим генам  – mop1 и mop2. 
С  одной стороны, этот результат показывает, что 
образование siРНК из эндогенных тандемных по-
второв в растениях линии  B ′ может не зависеть 
от активности Pol  IV. Ввиду того, что транскрип-
ция тандемных повторов чувствительна к α-ама-
нитину, который ингибирует активность Pol II, но 
не влияет на активность Pol  IV или Pol  V, иссле-
дователи полагают, что транскрипция тандемных 
повторов осуществляется именно Pol  II  [71,  74]. 
С  другой стороны, остается непонятно, каким 
образом сайленсируется сам ген  b1 при мутации 
mop2, нарушающей путь RdDM. Эти наблюдения 
привели к появлению гипотезы о том, что для 
сайленсинга  b1 требуется дополнительная РНК-
полимераза, которая не содержит в своем составе 
субъединицы NRP(D/E)2a. Этой РНК-полимеразой 
может быть Pol  II- или Pol  V-подобный комплекс, 
содержащий другой NRP(D/E)2a-подобный неиз-
вестный белок  [69,  71].

При исследовании роли тандемных повторов 
в механизме парамутации были получены факты, 
которые не укладываются в предполагаемую клас-
сическую картину этого процесса. Так у кукурузы 
был обнаружен белок CBBP (CXC domain b1-repeat 
binding protein), который специфично связывался 
с последовательностью тандемных повторов  [75]. 
При введении в геном кукурузы трансгенной кон-
струкции, содержащей ген CBBP под убиквитино-
вым промотором, парамутабельный аллель  B-I 
спонтанно становился парамутагенным, причем 
эффект сохранялся у потомков, не имеющих ис-
ходный трансген [75]. Это исследование позволяет 
предположить существование еще одного класса 
белков, которые участвуют в сайленсинге генов. 
Однако остается неясно, связан ли CBBP c меха-
низмом RdDM или действует независимо от него 
и не требует участия siРНК-опосредованного сай-
ленсинга.
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Эпигенетический сайленсинг локуса  b1 у 
кукурузы представляет собой классический при-
мер феномена парамутации, в котором сайлен-
синг определенного локуса является результатом 
метилирования ДНК и гистона  H3 в позиции  K9, 
направленного короткими некодирующими 
РНК  – siРНК. Важным условием для осуществле-
ния парамутагенного эффекта служат структурные 
особенности локусов, а именно цис-регуляторные 
детерминанты, которые, как и последователь-
ность самого гена  b1, метилированы и являются 
источником образования siРНК. Однако механика 
самого процесса, а также взаимосвязь между ком-
понентами биохимического пути RdDM до конца 
не ясны и требуют дальнейшего изучения.

На какой стадии развития происходит эпи-
генетическое преобразование парамутабельного 
локуса точно неизвестно. В  процессе спермато-
генеза у растений образуются два спермия и 
одна вегетативная клетка. В  спермиях хроматин 
находится в конденсированном состоянии, и экс-
прессия генов ограничена. Однако в вегетативной 
клетке хроматин находится в дерепрессирован-
ном состоянии, при котором происходит актив-
ное образование siРНК, которые затем передаются 
в спермии  [76,  77]. Тот же процесс происходит ме-
жду женской яйцеклеткой и двумя синергидными 
клетками в женском гаметофите  [78], а затем  – 
между зародышем и эндоспермом в молодом 
семени  [79,  80]. Предполагается, что изменение  
эпигенетического статуса парамутабельного алле-
ля происходит именно на этих стадиях развития 
молодого растения.

ПАРАМУТАЦИЯ У ЖИВОТНЫХ

Эпигенетические взаимодействия аллелей 
и характер наследования признаков, подобный 
классическим примерам парамутации у расте-
ний, у животных встречается значительно реже. 
Подобные случаи были описаны у мышей, а  так-
же показаны на моделях беспозвоночных жи-
вотных  – дрозофилах и нематоде Caenorhabditis 
elegans. Механизм эпигенетической трансформа-
ции аллелей при парамутации у животных отли-
чается от растений особенностями образования 
коротких некодирующих РНК, участвующих в 
этом процессе, а также механизмом метилиро-
вания гистонов, но общая модель парамутации 
сходна между этими двумя царствами живых 
организмов. Примеры естественных аллелей, 
которые проявляют парамутагенные свойства у 
животных, малочисленны. В  основном исследо-
вания парамутации проводятся на трансгенных 
животных с искусственно сконструированными 
парамутагенными локусами.

Молекулярные основы парамутации у дро-
зофил. В  отличие от растений, в основе пара-
мутации у дрозофил лежит биохимический путь 
образования piРНК (короткие некодирующие РНК, 
ассоциированные с белком Piwi) и механизм ко-
транскрипционного сайленсинга с помощью ком-
плекса piРНК–Piwi  [81]. Продукция piРНК у дрозо-
фил в основном происходит в репродуктивных 
органах вследствие того, что белки семейства 
Piwi, необходимые для образования и функцио-
нирования piРНК, экспрессируются преимуще-
ственно в гонадах [82]. Предшественниками piРНК 
являются длинные одноцепочечные транскрипты 
из специальных локусов в геноме  – piРНК-клас-
теров, обогащенных активными и дивергирован-
ными копиями различных МЭ  [83,  84]. В  отличие 
от образования siРНК, биогенез piРНК происходит 
без участия эндонуклеазы Dicer [85]. Транскрипты 
piРНК-кластеров транспортируются в цитоплазму, 
где «нарезаются» на последовательности длиной 
23–29 нт. эндонуклеазой Zuc/MitoPLD, а затем в со-
ставе комплекса с белком Piwi перемещаются в 
ядро и осуществляют котранскрипционный сай-
ленсинг [84].

У Drosophila melanogaster один из первых 
случаев парамутации был описан при изучении 
эффекта транс-сайленсинга, в основе которого 
лежит piРНК-опосредованное подавление экс-
прессии гомологичных последовательностей РНК 
(Trans-Silencing Effect, TSE)  [86]. Исследователи 
под руководством Ronsseray  [2,  87,  88] получили 
ряд трансгенных линий, в геном которых внес-
ли повторы P-lacZ-white с помощью транспозона 
P-element. Среди полученных линий, несущих оди-
наковый трансген P-lacZ-white, две линии (T-1 и 
BX2) демонстрировали различное проявление TSE. 
Линия T-1 проявляла выраженный эффект TSE го-
мологичного трансгена P-lacZ-white, тогда как ли-
ния BX2 не обладала способностью к репрессии. 
Кроме того, как оказалось, способность подавлять 
экспрессию обладает материнским эффектом на-
следования  [87]. Материнское наследование име-
ет важнейшее значение для приспособленности 
организма и фертильности потомства у дрозо-
фил  [89]. Через цитоплазму ооцита передаются 
белки и транскрипты, необходимые для раннего 
эмбрионального развития.

В 2012  г. De  Vanssay et  al. [90,  91] провели скре- 
щивание гетерозиготных самок линии T-1 с сам-
цами линии BX2. В  выведенном потомстве у 
самок, которые наследовали локус BХ2 и цито-
плазму T-1, но не сам локус T-1, происходило обра-
зование piРНК из трансгена P-lacZ-white и наблю-
дался эффект  TSE  (рис.  4,  а). Эффект TSE обладал 
полной пенетрантностью и сохранялся более чем  
в 80  поколениях. Кроме того, локус P-lacZ-white 
в  линии BX2*, как и аллель Т-1, проявляет TSE 
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и  может подавлять экспрессию гомологичных 
аллелей. Подавление экспрессии P-lacZ-white на-
блюдали также и при скрещивании линии BX2* с 
«наивной» линией BX2  (рис.  4,  а). При реципрок-
ном скрещивании, когда не происходит наследо-
вания цитоплазмы линии T-1, сайленсинга P-lacZ-
white не наблюдали. Из этого можно заключить, 
что аллель BX2* приобрел свойства парамутаген-
ного аллеля после наследования материнских 
факторов от линии Т-1. Кроме того, оба аллеля, 
Т-1 и BX2*, проявляют парамутагенный эффект ис-
ключительно при наследовании по материнской 
линии  [90,  91]. Следует отметить, что линия T-1 
выведена из линии BX2 после воздействия рентге-
новского излучения и содержит множественные 
хромосомные инверсии и транслокации  [87,  90]. 
При этом обе линии содержат одинаковое число 
тандемных повторов трансгена P-lacZ-white, рас-
положенных в середине хромосомы 2R [88]. Таким 
образом, линия T-1 является примером спонтан-
ной трансформации локуса P-lacZ-white в piРНК-
продуцирующий локус.

У самок BX2* из локуса P-lacZ-white наблюда-
ется продукция не только piРНК длиной 23–28 нт., 
но также siРНК длиной 21  нт.  [90]. Исследователи 
протестировали влияние гомозиготной мутации 
белка Dicer-2, необходимого для процессинга 
siРНК у D.  melanogaster, а также мутацию белка 
Aub, участвующего в посттранскрипционном сай-
ленсинге в биохимическом пути piРНК, на TSE в 
линии BX2*. Потеря функции Dicer-2 не повлия-
ла на способность к транс-сайленсингу в линии 
BX2* после скрещивания с линией T-1, тогда как 
мутация Aub полностью устраняла TSE у самок 
BX2*  [90,  92]. Таким образом, исследователи дока-
зали, что эффект TSE и парамутагенные свойства 
локуса P-lacZ-white в линии BX2* зависят от про-
дукции piРНК, но не от продукции siРНК.

Одним из механизмов piРНК-опосредованного 
сайленсинга МЭ является котранскрипционное 
подавление их экспрессии, при которой белок 
Piwi, загруженный антисмысловыми по отноше-
нию к последовательности МЭ молекулами piРНК, 
вызывает метилирование гистона  Н3 (H3K9me3) 
на транскрибирующихся последовательно-
стях  МЭ  [93]. Это приводит к нарушению связы-
вания РНК-полимеразы  II и ингибированию тран-
скрипции  МЭ  [94]. В  работах на D.  melanogaster 
и  Drosophila virilis установлено, что piРНК могут 
являться эпигенетическим сигналом, который пе-
редается через ооцит матери и стимулирует обра-
зование piРНК у потомства вследствие внесения 
метки H3K9me3 в гомологичные локусы  [95,  96].

Модель парамутации у дрозофил предполага-
ет передачу piРНК по материнской линии, кото-
рые затем поступают в примордиальные половые 
клетки эмбрионов и усиливают продукцию piРНК  

Рис. 4. Парамутация у D.  melanogaster при скрещи-
вании линий T-1 и BX2. а  –  Линии T-1 и BX2 несут 
трансгенные конструкции, содержащие по 7 тандем-
ных повторов P-lacZ. При этом в линии BX2 репор-
терный ген  lacZ экспрессируется (синий цвет прояв-
ляется при инкубации яичников в растворе с X-gal). 
В  линии T-1 экспрессия трансгена подавлена, поэто-
му яичники не окрашены. P  – родительские линии;  
G – поколение; Bal1 и Bal2 – балансерные хромосомы. 
б – Предполагаемый механизм piРНК-опосредованно-
го преобразования локуса BX2 в piРНК-кластер при 
парамутации. PiРНК, происходящие из локуса T-1, 
загружаются в белок Piwi. Затем комплексы Piwi–
piРНК наследуются по материнской линии и свя-
зываются с новообразующимися транскриптами из 
локуса BX2 и привлекают гистонметилтрансфера-
зу SetDB1/Egg, которая метилирует H3K9. В  этом за-
ключается котранскрипционный сайленсинг локу-
са. После эпигенетической модификации локуса c 
H3K9me3 связывается комплекс Rhino–Cutoff и ини-
циирует образование piРНК-кластера. После экспорта 
из ядра в цитоплазму транскрипты piРНК-кластеров 
подвергаются эндонуклеотическому расщеплению с 
помощью Zuc/MitoPLD. Все piРНК, полученные в ре-
зультате нуклеазной активности Zuc, характеризу-
ются выраженным нуклеотидным предпочтением 
в виде уридина на 5′-конце молекул piРНК. Далее, 
молекулы piРНК загружаются в комплекс с  белком 
Piwi, который осуществляет котранскрипционный 
сайленсинг локуса BX2*, а также передается следу-
ющему поколению через цитоплазму ооцита



КУЛИКОВА и др.1372

БИОХИМИЯ том 89 вып. 8 2024

из гомологичных локусов  [91,  95,  96]. Предпо-
ложили, что комплекс Piwi–piРНК поступает в 
ядро, связывается с транскрибирующимися по-
следовательностями локуса и привлекает метил
гистонтрансферазу SetDB1/Egg для метилирования 
H3K9. Затем локус узнается белком Rhino  – од-
ним из белков семейства HP1 (Heterochomatin 
Protein  1), который необходим для активации 
piРНК-кластеров в герминативных клетках дро-
зофил  [97]. Эта гипотеза нашла подтверждение 
в работе Le  Thomas  et  al.  [96] в 2014  г.  (рис.  4,  б). 
Эксперименты, проведенные исследователями на 
линиях BX2* и BX2, показали увеличение мети-
лирования H3K9 и связывание Rhino в локусе 
P-lacZ-white при парамутации, а также связы-
вание белка Cutoff, дополнительного фактора 
транскрипции piРНК-кластеров в герминатив- 
ных клетках D.  melanogaster  (рис.  4,  б)  [96].

В редких случаях в ходе эпигенетического 
сайленсинга МЭ и формирования piРНК-кластера 
de  novo метилирование гистона H3K9 может рас-
пространяться за пределы инсерции МЭ и затра-
гивать расположенные рядом гены. Это приводит 
к эпигенетическому сайленсингу генов, а также 
может приводить к образованию piРНК-кластеров, 
в состав которых будут включены белок-кодирую-
щие гены  [98–100]. У  D. virilis piРНК-опосредован-
ное подавление локуса cdi  (center divider) явля-
ется примером подобной «непреднамеренной» 
регуляции. Впервые генные piРНК у D. virilis были 
описаны в ходе полногеномного анализа piРНК-
продуцирующих локусов  [101]. Несколько обна-
руженных piРНК-кластеров, одним из которых 
является локус  cdi, обладают полиморфизмом в 
отношении экспрессии piРНК в герминативной 
ткани. В  другой работе Le Thomas  et al.  [95] были 
проведены реципрокные скрещивания между ли-
ниями, отличающимися по экспрессии cdi-гомо-
логичных piРНК (в данной работе piРНК-кластер, 
включающий ген  cdi, назван «piРНК-кластер #1»). 
Это исследование позволило установить, что ма-
теринское наследование генных piРНК приводит 
к эпигенетической трансформации генного локу-
са дикого типа и активации экспрессии piРНК в 
следующем поколении  [95]. Дальнейшие исследо-
вания, проведенные Erwin et al. [99], показали, что 
экспрессия cdi-гомологичных piРНК сохраняется 
даже в потомстве от возвратного скрещивания с 
исходной линией, в которой отсутствовал исход-
ный piРНК-продуцирующий локус cdi. Эти наблю-
дения позволили предположить, что аллель  cdi 
является парамутагенным. Чтобы это доказать, 
Dorador et al.  [102] провели скрещивания двух ли-
ний D. virilis, отличающихся продукцией компле-
ментарных piРНК к гену  cdi. В  линии cdiA наблю-
далось образование piРНК, комплементарных к 
cdi, а в линии cdiI – образование piРНК к cdi отсут-

ствовало. Важно отметить, что экспрессия самого 
гена cdi в герминативных клетках яичников была 
подавлена в линии  cdiA, но не в линии  cdiI. Это 
позволило определять эффект эпигенетической 
регуляции локуса cdiI с помощью оценки экспрес-
сии гена методом полимеразной цепной реакции 
в реальном времени. Исследователи показали, что 
экспрессия гена cdi снижена не только в гетеро-
зиготных гибридах cdiA/cdiI первого поколения, но 
также в гибридах от возвратного скрещивания 
с генотипом cdiI/cdiI, у которых отсутствует ис
ходный парамутагенный аллель cdiA  [102]. Таким 
образом, локус cdiA проявляет парамутагенный 
эффект и на сегодняшний день является един-
ственным известным примером естественного 
парамутагенного локуса у животных.

Важно отметить, что ген cdi расположен в 
субтеломерном районе 2-й хромосомы. У  дрозо-
фил структура теломер, как известно, поддержива-
ется ретроэлементами TART, HeT-A и  TAHRE  [103]. 
Предыдущие исследования показали, что в герми-
нативных клетках линии  cdiA экспрессия TART, а 
также piРНК комплементарных TART значитель
но выше, чем в линии  cdiI  [99]. Можно предпо-
ложить, что образование piРНК-кластера, захва-
тывающего область гена cdi, в линии cdiA вызвано 
повышенной экспрессией молекул piРНК, ком-
плементарных TART. Учитывая, что область гена 
cdi фланкирована последовательностями TART 
в обеих линиях  [102], трансформация локуса в 
линии cdiI в результате парамутации, вероятно, 
детерминирована структурой парамутабельного 
локуса, гомологичного ретроэлементу TART. Воз-
можно, что именно локализация повторяющихся 
элементов генома в структурах парамутагенных 
и парамутабельных локусов у растений и живот-
ных является необходимым условием для эпи-
генетической трансформации локусов и повыше-
ния эффективности парамутации.

Материнское наследование рiРНК и котран-
скрипционный сайленсинг играют решающую 
роль в обеспечении парамутагенного эффекта у 
дрозофил. Кроме того, в результате парамутации 
инсерции  МЭ могут быть преобразованы в piРНК-
кластеры, необходимые для образования допол-
нительных piРНК и подавления дальнейшего 
распространения  МЭ в геноме  [104,  105]. Однако 
для приобретения парамутагенных свойств необ-
ходимым условием является формирование piРНК-
кластера de  novo в парамутабельном локусе. Ка-
кие факторы детерминируют связывание Rhino 
и определяют границы piРНК-кластеров в геноме 
дрозофил, до сих пор неизвестно.

Пространственные взаимодействия хрома-
тина и парамутация. Недавнее исследование, 
проведенное на D.  melanogaster, показывает, что 
парамутагенный эффект может зависеть от про-
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странственной структуры генома и сближения 
определенных геномных локусов внутри ядерных 
компартментов и может происходить без участия 
коротких некодирующих  РНК  [106].

У D.  melanogaster элементы PRE (Polycomb 
group response elements) представляют собой цис-
регуляторные элементы генома, которые привле-
кают к хроматину белки группы Polycomb (PcG) 
и Trithorax (TrxG)  [107]. По  своему действию на 
структуру хроматина и экспрессию генов белки 
PcG и TrxG являются антагонистами. Белки PcG 
поддерживают репрессивное состояние хромати-
на и обычно связаны с сайленсингом генов, тогда 
как белки TrxG определяют активную экспрессию 
генных локусов  [107]. Регуляторный мотив Fab-7, 
который включает инсуляторный элемент и PRE, 
расположен на хромосоме  3R, где он контролиру-
ет экспрессию Abdominal-B (Abd-B), гомеозисного 
гена, кодирующего один из белков комплекса 
Bithorax  [108]. Ранее обнаружено, что PcG-зави-
симая репрессия в Fab-7-трансгенах, содержащих 
PRE, зависит от присутствия в геноме эндогенного 
локуса Fab-7, даже если этот локус расположен на 
другой хромосоме [108]. Это наблюдение позволи-
ло предположить, что белки PcG и инсуляторные 
элементы определяют пространственное взаимо-
действие трансгенной и эндогенной копии Fab-7 
и могут модулировать функции репрессии и акти-
вации генов  [108].

Исследуя взаимодействия Fab7 и PcG, 
Ciabrelli  et  al.  [106] получили линию мух Fab2L, 
содержащую трансген в хромосоме  2L. Трансген 
содержал репортерные гены lacZ и mini-white под 
контролем Fab-7. У мух линии Fab2L окраска глаз 
отличается среди особей вследствие антагонизма 
функций PcG и TrxG, связанных с трансгенной и 
эндогенной копиями Fab7. Кроме того, фенотипи-
ческие различия между особями коррелируют с 
уровнями экспрессии генов mini-white и lacZ, а так-
же с наличием репрессирующей метки H3K27me3 
в районах старта транскрипции генов [106]. Чтобы 
определить механизм наследования данных «эпи-
аллелей», исследователи получили две сублинии, 
Fab2Lwhite и Fab2Lred, демонстрирующие преимуще-
ственно белую (репрессированное состояние хро-
матина) и красную (активированное состояние 
хроматина) окраску глаз соответственно. Было 
установлено, что эпиаллели с большей частотой 
передавались потомству от матери, чем от отца. 
Кроме того, при скрещивании самок данных суб-
линий с самцами исходной линий Fab2L состоя-
ние аллелей Fab2Lwhite и Fab2Lred сохранялось на 
протяжении десяти поколений  [106]. Таким обра-
зом, наследование эпиаллелей Fab2Lwhite и Fab2Lred 
проявляет частичный эффект родительского про-
исхождения (parent-of-origin) и по характеру на-
следования признаков сходно с парамутацией. 

Данный механизм, по всей видимости, не тре-
бует образования коротких некодирующих РНК, 
а метилирование локусов определяется именно 
пространственной структурой хроматина.

Парамутация у нематоды C.  elegans. Пара-
мутагенный эффект у нематоды C.  elegans также 
основан на функции коротких некодирующих 
РНК, обеспечивающих узнавание парамутабель-
ного локуса и его эпигенетическую трансформа-
цию путем привлечения гистонметилтрансфераз 
для метилирования H3K9  [2]. Однако биогенез и 
механизм действия коротких некодирующих РНК 
у C.  elegans имеет ряд важных отличительных 
особенностей, о которых необходимо упомянуть.

PiРНК у C.  elegans имеют длину 21  нт. и U на 
5′-конце и называются 21U-РНК (рис. 5). С 21U-РНК 
связывается белок PRG-1  – ортолог белка Piwi 
D.  melanogaster  [109–112]. Как только происходит 
узнавание транскрипта с помощью 21U-РНК, свя-
занных с PRG-1, мРНК-мишень сначала разрезает-
ся с помощью эндонуклеазы RDE-8, а затем под- 
вергается нематричному присоединению уриди-
нов и гуанинов на 3′-конец мРНК с помощью бел-
ка RDE-3  [113,  114]. После добавления поли(U/G) 
к  транскрипту привлекается РНК-зависимая РНК-
полимераза RRF-1, которая синтезирует вторич-
ные короткие РНК, называемые 22G-РНК, на мат
рице мРНК. Далее, 22G-РНК загружаются в белки 
Argonaute подсемейства WAGO (группа специфич-
ных для нематод белков  Ago) и осуществляют 
котранскрипционный и посттранскрипцион-
ный сайленсинг чужеродных последовательно-
стей (рис. 5) [113,  115]. В частности, белок WAGO-9 
в комплексе с 22G-РНК связывается с новообра-
зующейся РНК и привлекает в геномный локус 
гистонметилтрансферазы, которые вносят репрес-
сирующие гистоновые метки H3K9me3, H3K27me3, 
H3K23me3  [116–118].

Для распознавания мишени с помощью 
21U-РНК не требуется их полная комплементар-
ность. Существенной для связывания 21U-РНК 
является лишь область со  2 по 8  нт. с 5′-конца 
(seed region) и комплементарность в позиции с 14 
по  19  нт., обеспечивающая дополнительную ста-
бильность комплекса 21U-РНК–РНК-мишень [119, 
120]. Учитывая, что связывание 21U-РНК с тран-
скриптом-мишенью не требует полной компле-
ментарности, сайленсингу с помощью 21U-РНК 
могут быть подвержены не только чужеродные 
последовательности, но и транскрипты собствен-
ных генов организма. Защита генов нематод 
от piРНК-опосредованного сайленсинга также 
обеспечивается с помощью siРНК, но загружен- 
ных в другой Argonaute  – CSR-1  (рис.  5)  [121,  122]. 
Подобно PRG-1, белок CSR-1 способен связываться  
с транскриптами и привлекать к ним RdRP  EGO1. 
В  результате активности EGO-1 образуются ком-
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Рис. 5. Биогенез коротких некодирующих РНК и механизм распознавания «свой-чужой» у C.  elegans. В  клет-
ках зародышевой линии кластеры генов piРНК продуцируют 21U-РНК, которые загружаются в PRG-1. Ком-
плекс 21U-РНК–PRG-1 инициирует образование 22G-РНК из мРНК с помощью РНК-зависимой РНК-полимеразы, 
предположительно, RRF-1. Предполагается, что мРНК, поступающие из ядра в цитоплазму, последовательно 
проверяются на соответствие последовательности с CSR-1-связанными 22G-РНК и PRG-1-связанными 21U-РНК 
и служат матрицами для образования дополнительных 22G-РНК. После образования 22G-РНК на матрице 
мРНК данные siРНК загружаются в белок WAGO-9, поступают в ядро и узнают комплементарный транскрипт, 
инициируя привлечение гистонметилтрансфераз. Комплекс 22G-РНК–CSR-1 препятствует связыванию siРНК, 
загруженных в WAGO-9. Молекулы коротких некодирующих РНК в составе PRG-1 или CSR-1 инициируют либо 
подавление экспрессии чужеродной последовательности, либо обеспечивают разрешение на транскрипцию 
(лицензированный ген) собственной  мРНК

плементарные 22G-РНК, которые загружаются в  
CSR-1  [123]. Большинство 22G-РНК, связанных с 
CSR-1, образуется с помощью RdRP  EGO-1 в ци-
тозоле на матрице транслируемых мРНК  [123]. 
Активность комплекса CSR-1–22G-РНК не приводит 
к сайленсингу, а, наоборот, обеспечивает защиту 
транскрипта от узнавания 21U-РНК  [121,  122]. 
Таким образом, в отличие от piРНК дрозофилы, 
большинство 21U-РНК не имеет полностью ком-
плементарных мишеней в геноме, и основной 
их функцией является распознавание «своего» 
и «чужого» для сайленсинга новых геномных 
инсерций  МЭ или вирусных дцРНК. Еще одной 
важной отличительной особенностью нематод 
является то, что с помощью 21U-РНК осуществля-
ется только инициация подавления чужеродных 
последовательностей, в то время как за поддер-
жание репрессированного состояния геномных 
локусов отвечают 22G-РНК  (рис.  5)  [124,  125].

У С. elegans два пола – самцы (X0) и гермафро-
диты  (XX), которые являются самками, обладаю-
щими способностью к сперматогенезу  [126]. При 
изучении механизмов РНК-интерференции было 

замечено, что аллель отцовского происхождения 
(внесенная в геном трансгенная конструкция), не 
имеющий гомологов в геноме гермафродита, под-
вержен доминантному сайленсингу. Причем сай-
ленсинг этого аллеля может быть предотвращен 
путем инъекции одноцепочечных РНК, соответ-
ствующих кодирующей области отсутствующего 
гена, в гонады гермафродита перед скрещива-
нием  [127]. Эти наблюдения позволили предпо-
ложить существование эпигенетического пере-
ключателя, чувствительного к предшествующей 
экспрессии гена  [112].

В 2015  г. Sapetschnig  et  al.  [128] показали раз-
витие каскадного эффекта сайленсинга трансгена 
у нематод, который сохранялся и наследовался 
даже при удалении исходной инициаторной 
трансгенной конструкции  (рис.  6). В  геном была 
вставлена трансгенная конструкция piRNA sensor, 
содержащая последовательность gfp и последо-
вательность, гомологичную эндогенным piРНК 
(21U-РНК). PiРНК, образующиеся из этого локу-
са, инициируют образование 22G-РНК вблизи 
локуса-мишени piРНК. После этого образование 
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Рис. 6. Пример каскадной парамутации у нематоды C.  elegans

22G-РНК начинает распространяться в направле-
нии от  3′- к  5′-концу по всей длине транскрипта,  
сайленсируя  gfp. Оказалось также, что подавле-
ние экспрессии  gfp коррелирует с количеством 
комплементарных 22G-РНК. На  следующем этапе 
исследователи скрестили полученную линию 
piRNA sensor с линией, содержащей трансген 
operon, в состав которой входят гены mCherry 
и gfp. У гибридного потомства наблюдали не толь-
ко подавление экспрессии  gfp, но также и подав-
ление mCherry. Эти данные указывают на то, что 
для сайленсинга gfp в составе новой конструк-
ции необходима передача только 22G-РНК, но не 
21U-РНК, так как в этой конструкции отсутствует 
последовательность, гомологичная эндогенным 
21U-РНК. Таким образом, piРНК необходимы для 
инициации сайленсинга, а поддержание эффекта 
осуществляют только 22G-РНК. Эффект сайлен-
синга mCherry сохраняется более 10  поколений 
(более длительный эффект исследователи не 
оценивали), даже если убрать исходный транс-
ген piRNA sensor. Далее, исследователи скрестили 
линию operon с линией, содержащей трансген 
mСherry::H2A (mCherry sensor). Сайленсинг mCherry 
в составе трансгена mСherry::H2A сохранялся даже 
при отсутствии трансгена operon  (рис.  6)  [128]. 
Таким образом, стабильно наследуемый сай-

ленсинг трансгенов, продемонстрированный в 
работе Sapetschnig  et  al.  [128], описывает эпигене-
тические взаимодействия аллелей, требующие 
образования двух различных классов коротких 
некодирующих РНК, и является примером пара-
мутации у C.  elegans. Общий механизм парамута-
ции у C.  elegans имеет сходство с механизмами 
парамутации у растений (локус  b1) и дрозофил 
(система T-1 и BX2, а также локус  cdi). Ключевую 
роль в эпигенетической регуляции играют корот-
кие некодирующие РНК, но, в отличие от расте-
ний, у животных именно piРНК инициируют па-
рамутагенную трансформацию локусов, тогда как 
у растений эту функцию выполняют siРНК.

Парамутация у мышей. Среди позвоночных 
животных только для мышей были описаны слу-
чаи неменделевского наследования признаков, 
которые можно объяснить феноменом парамута-
ции. Однако механизмы, лежащие в основе пара-
мутации у мышей, до конца не понятны и имеют 
ряд существенных расхождений с системами пара-
мутации у растений и беспозвоночных животных.

Парамутация у мышей описана Rassoul
zadegan  et  al.  [129] в 2006  г. на примере локуса 
Kit в линии Kittm1Alf. Ген Kit кодирует рецептор 
тирозинкиназы, участвующий в процессах крове-
творения, синтеза меланина и дифференцировки 
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Рис. 7. Парамутация в локусе Kit у мышей. Схема 
скрещивания, демонстрирующая модификацию в 
аллеле дикого типа и приводящая к фенотипу «бе-
лого хвоста»

половых клеток. Нарушающая синтез белка Kit, 
мутация tm1Alf, вызванная инсерцией трансген-
ной конструкции lacZ-neo сразу за старт-кодоном, 
была получена в 1996  г. для изучения функции 
этого белка в эмбриогенезе [130]. Поскольку нали-
чие белка Kit необходимо для кроветворения, го-
мозиготы Kittm1Alf умирают сразу после рождения. 
Гетерозиготы выживают, но сниженный уровень 
белка Kit нарушает развитие меланоцитов, и у 
таких животных появляются белая окраска лапок 
и кончика хвоста (фенотип «белого хвоста»)  [129]. 
При скрещивании таких мышей между собой или 
с мышами дикого типа в потомстве у большин-
ства особей наблюдали фенотип «белого хвоста» 
даже при отсутствии аллеля, несущего генетиче-
скую конструкцию  (рис.  7). Потомство, гомози-
готное по дикому аллелю, но демонстрирующее 
измененный фенотип, было названо  Kit*. Такое 
наследование наблюдается независимо от пола 
родительских особей и сохраняется по меньшей 
мере в шести поколениях от возвратных скрещи-
ваний с мышами дикого типа  [129].

Для изучения молекулярной основы параму-
тации у животных Kittm1Alf/Kit+ и Kit* были иссле-
дованы профили метилирования ДНК и гистонов 
(метки H3K4me2 и H3K9me2) в CpG-богатой обла-
сти промотора Kit [129]. Проведенные эксперимен-
ты показали, что между животными дикого типа, 
гетерозиготными особями Kittm1Alf/Kit+, а также мы-
шами линии Kit* нет существенных различий ни 
в метилировании цитозина, ни в метилировании 
гистонов  [129,  131]. Дальнейшие исследования 

выявили пониженный уровень полиаденилиро-
вания мРНК  Kit у гетерозиготных мышей Kittm1Alf/+ 
и мышей Kit*. Кроме того, у мышей Kittm1Alf/+ было 
обнаружено накопление неполиаденилированной 
мРНК  Kit аномально коротких размеров в герми-
нативных клетках семенников и сперматозоидах. 
В  сперматозоидах линии  Kittm1Alf/+ также наблюда-
ли повышенный уровень экспрессии мРНК  Kit в 
сравнении с особями дикого типа [129].

Исходя из этих наблюдений, исследователи 
предположили, что через гаметы могут пере-
даваться молекулы РНК, которые инициируют 
процесс деградации мРНК Kit, и именно это опре-
деляет фенотип  Kit*. Чтобы проверить это пред-
положение, они инъецировали РНК, выделенную 
из спермы гомо- и гетерозиготных мышей, в 
яйцеклетку и обнаружили, что фенотип «белого 
хвоста» чаще встречался у особей, которым на 
эмбриональной стадии вводили РНК от гетеро-
зигот  [129]. Хотя фенотип «белого хвоста» также 
наблюдали после контрольных инъекций РНК от 
мышей дикого типа, этот фенотип редко пере-
давался потомству. На  следующем этапе исследо-
ватели решили подтвердить, что именно сниже-
ние экспрессии Kit определяет фенотип «белого 
хвоста». Для этого они провели дополнительную 
серию инъекций двух микроРНК, miR-221 и miR-
222, для которых транскрипт гена Kit был опре-
делен как потенциальная мишень, по данным 
компьютерного анализа  [129,  131]. После инъек-
ции данных микроРНК фенотип «белого хвоста» 
проявлялся с высокой частотой у мышей дикого 
типа и, что наиболее важно, наследовался потом-
ками. Таким образом, воздействие микроРНК на 
мРНК  Kit в раннем эмбриогенезе является доста-
точным для индуцирования постоянного и насле-
дуемого эпигенетического изменения экспрессии 
гена Kit. Авторы также подчеркивают, что параму-
тагенный эффект наблюдался при замене lacZ-neo 
на другие конструкции  [129,  31]. Однако остается 
не ясно, наблюдается ли экспрессия аберрантных 
транскриптов  Kit и их накопление в спермато-
зоидах при замене конструкции. Важно отметить, 
что фенотип «белого хвоста» никогда не наблю-
дали при точечной мутации гена Kit  [132].

Исследователями под руководством Rassoul
zadegan  [133,  134] были описаны еще два случая 
парамутации у мышей, вызванные инъекциями 
микроРНК в эмбрионы, причем в обоих случаях 
инъекции микроРНК приводили к увеличению 
экспрессии целевого гена, а не к его подавлению. 
Так, микроинъекции miR-1 приводили к повыше-
нию экспрессии ее мишени Cdk9 и гипертрофии 
сердца  [134]. В  свою очередь, инъекция miR-124 
приводила к увеличению экспрессии Sox9, что со-
провождалось развитием близнецов, а новорожден-
ные мышата имели аномально большой вес [133].  
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Оба фенотипа, полученные при микроинъекциях 
miR-1 и miR-124, передавались в нескольких по-
колениях, после чего наблюдалось возвращение 
фенотипа к исходному состоянию. Позднее эти же 
исследователи показали, что на фоне мутации ме-
тилтрансферазы Dnmt2, которая метилирует пре-
имущественно тРНК у млекопитающих, не наблю-
далось фенотипа «белого хвоста» у мышей Kittm1Alf 
и не развивался соответствующий фенотип после 
микроинъекций miR-124  [135]. Это наблюдение 
указывает на важность метилирования РНК в 
проявлении парамутагенных эффектов у мышей.

По всей видимости, описанные механизмы 
парамутации у мышей имеют принципиальные 
отличия от классической системы парамутации, 
описанной у кукурузы на примере локуса  b1, и 
известных моделей парамутации у беспозвоноч-
ных. Сайленсинг в данном случае происходит на 
посттранскрипционном, а не на котранскрипци-
онном уровне и не сопровождается изменением 
профиля метилирования ДНК и H3K9. С  другой 
стороны, ввиду того, что авторы изучили про-
филь метилирования только промоторной об-
ласти гена  Kit, исключать влияние хроматина 
полностью нельзя. Важно отметить, что даже 
если микроРНК способны подавлять экспрессию 
мРНК  Kit, взаимосвязь между микроРНК и пара-
мутацией в трансгенных линиях Kittm1Alf не была 
установлена. Основной функцией микроРНК яв-
ляется подавление экспрессии мРНК вследствие 
ее прямой деградации или репрессии на уровне 
трансляции данной мРНК-мишени  [136]. Следует 
отметить, что, хотя примеры увеличения синтеза 
белка вследствие связывания микроРНК с мРНК-
мишенью описаны для различных типов клеток, 
в общем они довольно редки [137,  138]. Ввиду того, 
что даже одна микроРНК может регулировать 
экспрессию многих мРНК-мишеней, а одна мРНК 
может являться мишенью одновременно несколь-
ких микроРНК, микроРНК формируют целые ре-
гуляторные сети в клетках  [136]. Можно предпо-
ложить, что описанная Rassoulzadegan  et  al.  [129] 
регуляция экспрессии генов с помощью инъек-
ций микроРНК осуществляется не напрямую, а 
приводит к изменению ряда сигнальных и регу-
ляторных путей, влияющих на фенотип. Участие 
микроРНК в осуществлении парамутагенного 
эффекта имеет огромный интерес и нуждается в 
дальнейшем изучении.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Парамутация представляет собой фундамен-
тальный механизм эпигенетической регуляции 
экспрессии генов и наследственности. Принимая 
во внимание совокупность цис-регуляторных фак-

торов и эффекторные молекулы, осуществляю-
щие парамутацию в различных живых системах, 
общим эпигенетическим эффектом парамутации 
можно считать метилирование ДНК и/или гисто-
на  Н3 парамутабельного аллеля, опосредованные 
действием различных классов коротких некоди-
рующих РНК. При этом особенности функциони-
рования данных механизмов у разных живых ор-
ганизмов во многом определяют форму передачи 
наследственной информации при парамутации. 
Подобная передача эпигенетической информации 
потомству может играть решающую роль, напри-
мер, для адаптации организмов к изменившимся 
условиям окружающей среды. Явления, подобные 
парамутации, также могут являться причиной 
наблюдаемой иногда низкой пенетрантности и 
неменделевского наследования аллелей, ассоции-
рованных с некоторыми заболеваниями человека. 
Например, развитие ряда наследственных зло-
качественных новообразований, для которых не 
было установлено выраженного менделевского 
наследования, возможно, является результатом 
эпигенетической модификации, подобной пара-
мутации, передающейся в поколениях  [139]. При 
проведении обширных скрининговых исследова-
ний часто удается выявить взаимосвязь между 
наследуемым геном и родителем, от которого он 
был унаследован  [140–142]. Однако доказать, что 
подобное наследование произошло в результате 
эпигенетических процессов, таких как парамута-
ция или геномный импринтинг, крайне трудно 
без использования модельных систем.

Парамутация тесно связана с сайленсингом 
генов и, возможно, поэтому в природе встречает-
ся редко. Большинство парамутагенных аллелей, 
описанных до настоящего времени у животных, 
представляют собой искусственные генетические 
конструкции. Складывается ощущение, что «есте-
ственные» природные аллели каким-то образом 
защищены от сайленсинга, которому подверже-
на трансгенная конструкция. С  другой стороны, 
парамутабельные аллели у растений, например, 
аллель B-I у кукурузы, представляют собой при-
мер природного аллеля, который очень чувстви-
телен к сайленсингу. С  чем может быть связана 
столь разная чувствительность природных и 
искусственно сконструированных аллелей к по-
давлению экспрессии генов при парамутации? 
Молекулярные механизмы, предназначенные для 
поддержания структуры гетерохроматина и регу-
ляции активности эндогенных вирусов, могут 
«непреднамеренно» воздействовать на структуру 
эухроматиновых генных локусов и подавлять их 
экспрессию. Таким образом, парамутагенные и па-
рамутабельные аллели постоянно находятся под 
давлением естественного отбора и редко сохраня-
ются в популяции. С  другой стороны, парамута-
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ция может происходить чаще, чем принято счи-
тать, но обнаружить парамутагенный эффект не 
всегда удается ввиду отсутствия фенотипического 
проявления многих признаков. Эпигенетическое 
преобразование генных локусов при парамута-
ции требует кооперативного и последовательно-
го участия сразу нескольких сложных клеточных 
механизмов, включающих образование коротких 
некодирующих РНК, котранскрипционный сай-
ленсинг и метилирование ДНК и/или гистонов. 
Кроме того, у дрозофил преобразование парамута-
бельного аллеля в парамутагенный, по-видимому, 
требует образование piРНК-кластера de  novo в па-
рамутабельном локусе. Каким образом определен-
ные геномные локусы приобретают способность 
к парамутагенной трансформации, в том числе к 
производству piРНК, остается одним из важных 
нерешенных вопросов.

Наше понимание механизма парамутации 
у животных и растений неразрывно связано с 
исследованиями в области эпигенетической ре-
гуляции экспрессии генов, механики процессов 
поддержания и регуляции структуры хроматина. 

Расширение наших знаний в этих областях моле-
кулярной биологии будет являться фундаментом 
для понимания роли парамутации в эволюции и 
адаптации живых систем к изменяющимся усло-
виям внешней среды.
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EPIGENETIC PHENOMENON OF PARAMUTATION  
IN PLANTS AND ANIMALS
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The phenomenon of paramutation describes the interaction between two alleles, in which one allele 
initiates inherited epigenetic conversion of another allele without affecting the DNA sequence. Epigen-
etic transformations due to paramutation are accompanied by a change in the DNA and/or histone 
methylation patterns, affecting gene expression. Studies of paramutation in plants and animals have 
identified small non-coding RNAs as the main effector molecules required for the initiation of epigen-
etic changes in gene loci. Due to the fact that small non-coding RNAs can be transmitted across gen-
erations, the paramutation effect can be inherited and maintained in a population. In this review, we 
will systematically analyse the examples of paramutation in different living systems described so far, 
highlighting common and different molecular and genetic aspects of paramutation between organisms, 
and consider the role of this phenomenon in evolution.
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Аффинные и специфические белок-связывающие системы находят широкое применение в раз-
личных областях, в частности, в диагностике заболеваний, в терапии как лекарственные пре-
параты и средства их доставки, в научных исследованиях и др. Их разработка требует зна-
чительных временных и трудовых затрат. Поэтому в области разработки аффинных агентов 
активно используют компьютерные методы для их анализа и моделирования на разных этапах 
разработки. В обзоре описаны основные аффинные и специфические агенты, такие как моно-
клональные антитела и их фрагменты, антителомиметики, аптамеры и полимерные молекуляр-
ные отпечатки. Кратко описаны способы их получения, основные преимущества и недостатки. 
Отдельное внимание уделено методам молекулярного моделирования, используемым для ана-
лиза и разработки аффинных и специфических агентов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: антитела, антителомиметики, аптамеры, молекулярные отпечатки, молеку-
лярное моделирование.

DOI: 10.31857/S0320972524080055 EDN: KDYYYE

Принятые сокращения: CDRs  – Complementarity 
Determining Regions, вариабельные петли; MIP  – 
molecularly imprinted polymers, полимерные молеку-
лярные отпечатки; SELEX  – систематическая эволю-
ция лиганда путём экспоненциального обогащения.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

С момента первого упоминания использова-
ния антител для распознавания белков в 1968 году 
наблюдался стремительный рост интереса к раз-
работке аффинных и специфичных систем для 
диагностики, а затем терапии и других обла-
стей [1]. В 70–80-е годы XX века были разработаны 
технологии получения моноклональных антител, 
проведены исследования структуры иммуноглобу-
линов, получены химерные, гуманизированные и, 

позднее, полностью человеческие моноклональ-
ные антитела, в результате чего антитела стали 
одной из главных специфичных белок-связываю-
щих систем в современной биологии, медицине 
и других областях  [2]. Антитела применяются в 
качестве иммобилизирующих и детектирующих 
реактивов в диагностике, лекарств и средств их 
доставки, способов маркировки и окрашивания, 
исследовательских инструментов и др.  [3–5].

Тем не менее даже современные монокло-
нальные антитела не лишены недостатков, из-за 
чего спектр их разнообразия и области примене-
ния всё ещё остаются ограниченными. Это спо-
собствовало развитию альтернативных систем, 
способных с высокой эффективностью и специ-
фичностью связываться с белками.

Необходимость оптимизации этих подходов, 
а также требования к направленной и рацио-
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нальной разработке таких систем привели к ши-
рокому внедрению методов молекулярного моде-
лирования на разных этапах их создания. Методы 
моделирования оказываются весьма эффектив-
ным способом исследования свойств аффинных 
белок-связывающих систем, а также способом 
повышения результативности и удешевления их 
разработки, улучшения параметров связывания 
и увеличения стабильности. Отдельные иссле-
дования показывают возможность рациональ-
ной разработки аффинных связывающих систем 
на основе структуры мишени. Данные методы 
используются на разных этапах создания белок-
связывающих систем, начиная от этапа создания 
первичных библиотек мономеров и заканчивая 
этапами оптимизации систем и выяснения моле-
кулярных механизмов связывания. При этом могут 
быть использованы как универсальные методы, 
такие как построение белков по гомологии, моле-
кулярный докинг и молекулярная динамика, так 
и специализированные методы, оптимизирован-
ные для конкретного типа связывающих агентов.

В данном обзоре рассмотрены основные пре-
имущества и недостатки известных белок-связы-
вающих систем, основные экспериментальные 
подходы для их разработки и ограничения таких 
подходов. Отдельное внимание уделено приме-
нимости современных методов молекулярного 
моделирования к исследованию, оптимизации, 
рациональной разработке аффинных белок-связы-
вающих систем как способа обхода ограничений 
экспериментальных подходов и оценке результа-
тов, получающихся при моделировании.

БЕЛКОВЫЕ АФФИННЫЕ  
БЕЛОК-СВЯЗЫВАЮЩИЕ СИСТЕМЫ

Антитела: структура, способы получения 
и применение антител. Антитела являются гло-
булярными белками, которые состоят из 4 поли-
пептидных цепей, двух лёгких (50–60  кДа) и двух 
тяжёлых (100–120  кДа), соединённых дисульфид-
ными связями. Антигенсвязывающие свойства 
обеспечиваются вариабельным доменом, образо
ванным фрагментом тяжёлой и лёгкой цепей 
(рис.  1,  а). Вариабельный домен имеет консерва-
тивные зоны, отвечающие за поддержание струк-
туры сайта связывания, и вариабельные петли, 
или CDRs (Complementarity Determining Regions), 
которые обеспечивают взаимодействие с антиге-
ном (рис.  1, б). Антитела вырабатываются плазма-
тическими клетками иммунной системы, а также 
являются компонентами рецепторов B-лимфоци-
тов  [6].

К первому практическому использованию 
антител как аффинных и специфичных систем 

можно отнести применение Э.  фон  Берингом и 
С.  Китасато в 1890 году сыворотки с поликлональ-
ными антителами для лечения дифтерии у жи-
вотных. Антитела стали наиболее популярными 
антитоксинами, и поликлональные сыворотки 
используют по сей день. Огромным толчком в 
исследованиях и применении антител стало изо-
бретение в 1975  году Ж.  Келером и С.  Мильштей-
ном гибридомной технологии получения моно-
клональных антител. Моноклональные антитела 
позволили создавать уникальные воспроизводи-
мые методики выделения, определения наличия 
и концентрации белков, а также мечения клеток 
по их антигенному составу. Начиная с 1985  года 
моноклональные антитела стали использовать в 
лекарственной терапии. В настоящее время они 
являются основными аффинными и специфич-
ными системами, связывающимися с белками [7].

Наиболее часто используемым методом раз-
работки моноклональных антител является гиб
ридомная технология: метод слияния генетиче-
ски модифицированных миеломных клеток с 
B-лимфоцитами, в результате которого получают-
ся клетки, способные к постоянному выделению 
антител, связывающих целевую молекулу белка. 
С точки зрения затрат на разработку и производ-
ство антител гибридомная технология является 
слабоавтоматизируемой и ресурсозатратной, в 
том числе из-за необходимости постоянного под-
держания жизнедеятельности клеточных культур 
в биореакторах, а также необходимости непре-
рывного контроля генетических изменений в 
процессе размножения клеток  [8].

Более универсальным и менее затратным яв-
ляется альтернативный способ получения анти-
тел с использованием фаговых дисплеев, когда 
ген вариабельного домена антител встраивается 
в геном бактериофага (например, M13), после чего 
производится заражение бактерии, и фрагмент 
антитела экспрессируется как компонент обо-
лочки вируса. Связываться с антигеном способны 
только те бактериофаги, в оболочке которых рас-
полагается фрагмент антитела, аффинный к бел-
ку-мишени. С помощью смеси нецелевых белков 

Рис. 1. Структура иммуноглобулина G (PDB: 1HZH) (а) 
и вариабельных петель (CDRs) в составе Fv-доме-
на  (б)
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удаляются бактериофаги, которые показывают 
низкую специфичность. По этим двум принци-
пам происходит отбор искомого вариабельного 
домена, который впоследствии может подвергать-
ся модификациям для увеличения аффинности и 
специфичности путём направленного мутагенеза 
и повторного отбора  [9].

Несмотря на существование двух методов 
получения моноклональных антител, экономи-
ческие затраты на разработку и, что более зна-
чимо, на производство антител являются суще-
ственными, так как в обоих случаях необходимо 
использование биореакторов. В связи с этим цены 
на антитела могут быть высокими, а их примене-
ние в различных сферах  – ограниченным. В силу 
высокой сложности контроля воспроизводимости 
от партии к партии такие характеристики связы-
вания, как аффинность, специфичность и устой-
чивость, часто отличаются от заявленных произ-
водителем  [10].

Методы молекулярного моделирования в 
разработке и исследовании антител. В целях 
оптимизации структуры и направленной раз-
работки антител для повышения аффинности, 
специфичности и улучшения других свойств в 
последние годы активно используются методы 
молекулярного моделирования.

Моделирование структуры антител. В 
структуре вариабельного домена антител пять из 
шести гипервариабельных участков CDRs имеют 
ограниченное количество возможных конфор-
маций, то есть имеют структуру, незначительно 
различающуюся (RMSD около 0,7  Å) между раз-
личными по специфичности и аффинности анти-
телами [11,  12]. Анализ известных пространствен-
ных структур антител показал, что существует 
восемь основных шаблонов конформаций их ва-
риабельной части: два для структуры лёгкой и тя-
жёлой цепей, пять для гипервариабельных петель 
в составе CDRs (L1, L2, L3, H1, H2), и один исполь-
зуется как основа для моделирования H3-петли, 
которая может значительно варьировать между 
различными антителами (рис. 1, б). На основе ком-
бинирования этих основных конформаций петель 
могут быть спрогнозированы структуры большин-
ства вариабельных фрагментов антител. Для пяти 
из шести петель в составе CDRs моделирование в 
основном происходит путём построения по гомо-
логии. Основной проблемой является моделирова-
ние петли H3 и относительной ориентации цепей 
H и L. Поскольку H3 является частью интерфейса 
HL, моделирование обеих этих областей явля-
ется взаимозависимым  [13]. Петля H3 строится с 
использованием методов ab  initio. В этих методах 
проводится или поиск похожих петель в извест-
ных пространственных структурах белков, или 
последовательное построение этой петли путём 

добавления аминокислотных остатков с последую-
щей оптимизацией структуры построенной петли 
методами молекулярной механики и динамики. 
Предложены методы, основанные на стохастиче-
ских подходах, таких как алгоритм Монте-Карло, 
в которых создаётся набор различных геометрий, 
после чего происходит отбор наиболее стабиль-
ных с помощью оценки энергии. Далее, происхо-
дит минимизация энергии структуры с помощью 
оптимизации геометрии и выбирается наиболее 
энергетически выгодная структура  [14]. Консер-
вативные части антитела строятся по гомологии 
с известными пространственными структурами 
антител с помощью таких программ, как Modeller, 
I-TASSER и Rosetta  [15–18]. На основе данных под-
ходов были разработаны несколько программных 
продуктов, как коммерческих (продукты компа-
ний «Schrödinger Inc.», «Chemical Computer Group» 
и «Accelrys Inc.»), так и свободно доступных (PIGS, 
WAM, SAbPred)  [17, 19–21]. Комбинирование мето-
дов построения по гомологии и ab  initio лежит в 
основе пакета программ RosettaAntibody, который 
показывал высокую точность соответствия смо-
делированных и определённых в эксперименте 
структур  [22,  23].

Наиболее значимым следствием разработан-
ных методов для моделирования антигенсвязыва-
ющих участков антител стала возможность изме-
нения их аффинности путём внесения точечных 
замен и быстрой оценки связывания в экспери-
ментах in  silico [24, 25]. В работе Kiyoshi et al. было 
смоделировано внесение 1178 точечных мутаций, 
которые включали поочередную замену каждого 
из 62 аминокислотных остатков в составе CDRs на 
соответствующие 19  остатков в структуре анти-
тела 11K2, связывающегося с хемокином MCP-1.  
В результате отбора in  silico было показано, что две-
надцать из данных замен приводят к повышению 
аффинности антитела. В последующей проверке 
с помощью метода поверхностного плазмонного 
резонанса было подтверждено, что при внесении 
пяти из двенадцати отобранных замен аффин-
ность увеличивается. Для одного из мутантов  
было показано увеличение аффинности в 4,7 раза 
по сравнению с антителом дикого типа. Авторы 
данного исследования отметили, что наибольшее 
значение для повышения аффинности антител 
имели заряженные остатки во фрагменте лёгкой 
цепи вариабельного домена  [25]. Эти методы по-
казали эффективность в выявлении аминокислот-
ных остатков, наиболее важных для связывания.

Моделирование структуры комплекса ан­
тиген-антитело. В упомянутой выше работе 
улучшение было проведено для антитела, в 
случае которого структура комплекса антитело-
антиген была известна  [25]. На практике для 
большинства новых или доступных на рынке 
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антител пространственная структура комплекса 
неизвестна  [26]. В связи с этим большое значе-
ние имеет возможность правильного определе-
ния сайта связывания антитела на поверхности 
белка-мишени. Для решения этой задачи был раз-
работан ряд экспериментальных и компьютерных 
подходов  [27]. В методах in  silico в качестве вход-
ных данных используются как пространствен-
ные структуры белков-мишеней, так и их амино-
кислотные последовательности. Предсказание 
линейных эпитопов по последовательностям по-
казывает хорошие результаты, но среди всех эпи-
топов они составляют только 10% [27, 28]. Попытки  
предсказания конформационных эпитопов при 
анализе аминокислотных последовательностей 
показали низкую эффективность, так как трудно 
учесть пространственное взаимодействие различ-
ных участков первичной последовательности бел-
ков  [29–31]. Поэтому наиболее распространённым 
является метод высокомолекулярного (белок-бел-
кового) докинга, когда два белка на основе оценки 
электростатических и стерических соответствий 
стыкуются между собой в жёсткой форме. Так как 
в процессе такого взаимодействия должна про-
исходить взаимно индуцированная подстройка 
поверхностей, жёсткий белок-белковый докинг 
оказывается малоинформативным. В связи с этим 
были разработаны подходы к моделированию бел-
ковых комплексов с быстрой взаимной оптими-
зацией геометрии  [32,  33]. RosettaFold производит  
быстрое подстраивание геометрии путём миними-
зации энергии с помощью алгоритма Монте-Карло. 
На основе метода RosettaFold и RosettaAntibody 
был разработан алгоритм SnugDock, специально 
созданный под моделирование комплексов анти-
тело-антиген и способный производить быструю 
оптимизацию Монте-Карло для получения более 
качественных моделей  [34]. Было отмечено, что 
близкий к нативному комплекс антитело-антиген 
обычно оказывается значительно более энергети-
чески выгодным, в связи с чем возникает доволь-
но явный глобальный энергетический минимум 
для моделируемой системы и отбор происходит 
более эффективно  [33,  35].

Тем не менее явным недостатком данного 
подхода остаётся его низкая точность. В модели-
ровании комплексов этап оптимизации является 
приближённым, а функция оценки энергии  – 
упрощённой, что приводит к низкой корреляции 
между экспериментально полученными данны-
ми и предсказаниями  [36]. Поэтому результаты 
докинга часто дополнительно оценивают мето-
дом молекулярной динамики. Так, например, в 
работе по моделированию комплексов антител с 
бета-амилоидом после проведения докинга крене-
зумаба (гуманизированное антитело против 1–40 
и 1–42 бета-амилоида, которое разрабатывалось в 

качестве лекарства от болезни Альцгеймера) на 
поверхность бета-амилоида было получено около 
200  моделей комплексов, которые были разделе-
ны на восемь кластеров. Далее, для представи-
телей кластеров проводилось несколько этапов 
молекулярной динамики длительностью 200  нс 
для оптимизации структуры комплекса, анализа 
формирования связей и расчёта энергии взаимо-
действия. Было обнаружено два комплекса, кото-
рые остаются стабильными и объясняют экспери-
ментальные данные  [35].

Метод Монте-Карло является стохастическим, 
и его предсказательная сила зависит от количе-
ства итераций, при увеличении числа которых 
растёт количество возможных вариантов положе-
ний, в результате чего возникает трудно решае-
мая проблема отбора наиболее вероятных струк-
тур. Для этих задач применяются специальные 
алгоритмы увеличения конформационной выбор-
ки для уменьшения случайных энергетических 
флуктуаций, переоценки энергий комплекса с 
помощью повышения значимости учёта электро-
статической энергии и энергии десольватации, 
а также кластеризация комплексов. Примерами 
программ, где были реализованы данные алгорит-
мы, являются FiberDock, ZRANK, pyDock  [37–40].

Помимо методов, основанных на Монте- 
Карло, были разработаны подходы прямого по-
иска взаимодействующих поверхностей за счёт 
быстрого преобразования Фурье. Алгоритм может 
производить поиск соответствий между белко-
выми поверхностями, переводя их в частотное 
представление. Таким образом, находится гораздо 
меньше возможных мест связывания и взаимных 
конформаций за значительно меньшее время, в 
том числе благодаря возможности вычислений на 
графических процессорах. Однако наиболее зна-
чимым фактором в данном алгоритме является не 
физико-химическое соответствие, а геометриче-
ское, что существенно ограничивает метод и тре-
бует дополнительных этапов моделирования [41].

Существуют также методы, основанные на 
предсказании энергии взаимодействия между 
двумя белками, в том числе комплекса антитело– 
антиген, которые оптимизированы для поиска 
связи между структурой взаимодействующих 
поверхностей и экспериментально определённой 
аффинностью. Недавно была показана возмож-
ность использования метода пертурбации свобод-
ной энергии (free energy perturbation, FEP; метод, 
основанный на вычислении разницы в измене-
нии свободной энергии комплекса при конверта-
ции одной молекулы лиганда (или аминокислот-
ного остатка) в другую за счёт мелких изменений 
в структуре лиганда с оптимизацией каждой 
промежуточной структуры комплекса в процес-
се молекулярной динамики) для предсказания  
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влияния точечных мутаций на аффинность и 
стабильность комплекса антиген–антитело  [42]. 
Была также разработана программа DDMut-PPI, 
которая основана на методах глубокого обучения 
и позволяет предсказывать изменение свободной 
энергии при связывании двух белков с большей 
производительностью  [43]. С увеличением коли-
чества структур комплексов в базе данных PDB 
также стала возможной разработка частотных ма-
триц, в которых было определено, что полярные 
и заряженные аминокислотные остатки на гра-
нице взаимодействия являются предпочтитель-
ными, и по данному критерию может произво-
диться быстрый отбор потенциальных областей 
взаимодействия. Таким образом, может проис-
ходить дополнительный отбор комплексов по их 
физико-химическим свойствам, что значительно 
увеличивает вероятность обнаружения правиль-
ной геометрии комплекса  [44,  45].

Были разработаны и более универсальные 
комбинированные подходы. Так, построение 
структуры антитела по гомологии, оптимизация 
комплекса и применение сложных физико-хими-
ческих оценочных функций было использовано в 
разработанной программе OptMAVEn-2.0 в целях 
de  novo моделирования вариабельных фрагмен-
тов антител для взаимодействия с конкретным 
эпитопом на поверхности белкового антигена. 
В  данном методе реализован как белок-белковый 
докинг, оптимизация позы, оптимизация поло-
жения боковых радикалов, так и подбор последо-
вательности, построение статистических матриц 
и другое  [46]. В этом методе был использован 
подход по имитации природного процесса V(D)J 
рекомбинации генов путём конструирования ан-
тител из структурных блоков MAP (modular Ab 
parts) с последующей оптимизацией структуры 
для увеличения аффинности. С его помощью было 
сконструировано пять антител для пептидов, ко-
торые были протестированы экспериментально, 
показали правильную укладку белковой глобулы 
и стабильность в растворе. Три из них имели 
аффинность в наномолярном диапазоне  [47]. Этот 
подход был также использован для конструиро-
вания двух антител для связывания эпитопов на 
оболочечном белке вируса Зика  [46].

Интересной перспективой развития методов 
моделирования антител является возможность 
полного de  novo конструирования антител против 
заданного эпитопа на основе вычислительных 
моделей. Был разработан подход, в рамках кото-
рого была собрана библиотека коротких последо-
вательностей-затравок, способных связываться с 
участками поверхности белка-мишени. Данные 
последовательности докировались на поверхность 
белка по методу «горячих точек» (hot spots, метод 
докирования библиотеки коротких фрагментов 

и  выбора структур, вносящих наибольший вклад 
во взаимодействие с поверхностью белка; также 
«горячими точками» часто называют аминокис-
лотные остатки, вносящие существенный вклад 
в энергию связывания), затем подбирался общий 
каркас антитела, способный связать полученные 
участки между собой. С использованием доста-
точно разнородной библиотеки подобный подход 
может быть использован для направленной раз-
работки антител под целевые эпитопы, однако в 
оригинальной работе его применение было огра-
ничено эпитопами, для которых уже известны 
структуры комплексов с антителом  [48].

Комбинирование методов анализа статисти-
ки взаимодействия комплексов и построения по 
гомологии особенно применимо в методах моде-
лирования, основанных на глубоком обучении. 
Основанная на модели трансформера нейронная 
сеть AlphaFold2, а также её дополнение в виде 
AlphaFold-Multimer были применены для модели-
рования комплексов антитело–антиген из первич-
ной последовательности. Тем не менее результат 
моделирования всё ещё оставался на уровне 30% 
успешного воспроизведения геометрии комплек-
са, полученного из экспериментов  [49].

Различные модели глубокого обучения, осно-
ванные на графовых нейронных сетях, языковых 
моделях и др., применялись для моделирования 
антител под конкретный эпитоп  [50–52]. Тем не 
менее ограничениями данных методов остава-
лись обучающие выборки, полученные из PDB, 
в связи с чем они рассматривали очень ограни-
ченное количество как структур эпитопов, так и 
структур самих антигенсвязывающих доменов.

Методы, основанные на глубоком обучении, 
в настоящее время активно развиваются. Они хо-
рошо аппроксимируют скрытые закономерности, 
поэтому могут показывать высокую точность по-
строения моделей, превосходя методы построения 
по гомологии, такие как Modeller и I-Tasser  [53]. 
Однако для качественного обучения таких систем 
требуется большая обучающая выборка, что пока 
труднодостижимо. Малое количество эксперимен-
тально определённых структур обусловливает то, 
что данные методы показывают всё ещё не очень 
высокую точность  [49].

Схема используемых методов разработки и 
оптимизации моноклональных антител показана 
на рис.  2.

В дополнение к методам конструирования 
структуры антитела и его комплекса с антигеном 
были разработаны разнообразные подходы для 
предсказания склонности антител к агрегации, 
иммуногенности антител, фармакокинетического 
клиренса [54–56].

Несмотря на значительное количество разно-
образных методов моделирования взаимодей-
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Рис. 2. Стратегии применения методов молекулярного моделирования в разработке и оптимизации моно-
клональных антител

ствия комплексов антитело–антиген, большинство  
из них имеют серьёзное ограничение, связанное 
с отсутствием учёта растворителя, играющего 
важную роль во взаимодействии антител с анти-
генами. Для решения этой проблемы наиболее 
эффективным методом всё ещё остаётся длитель-
ная молекулярная динамика в условиях явного 
растворителя, требующая большого количества 
вычислений. Возможным вариантом решения 
этой проблемы может быть применение методов 
ускоренной динамики, в том числе основанных 
на методах глубокого обучения [57].

Фрагменты антител. Структура и методы 
разработки фрагментов антител. Как отме-
чалось выше, разработка и производство антител 
является дорогостоящим процессом, требующим 
постоянного контроля. В связывании антител с 
мишенью задействован только вариабельный 
домен антитела, поэтому были разработаны уко-

роченные варианты антител, сохраняющие спо-
собность связываться с мишенью. С помощью 
методов генной инженерии были получены разно-
образные формы белок-связывающих фрагментов 
антител, такие как одноцепочечный вариабель-
ный фрагмент (scFv), отдельный антигенсвязы-
вающий фрагмент (Fab′), минитела, нанотела и 
др.  [58–60]. Сравнение структуры антител и их 
гомологов показано на рис.  3.

В основе разработки каждого из перечис-
ленных производных моноклональных антител 
лежат технологии гибридомы или фагового дис-
плея, позволяющие получать аффинные и спе-
цифичные системы и увеличивать аффинность 
в процессе отбора  [61,  62]. С помощью методов 
генной инженерии из участков генов выреза-
ются области, кодирующие стабильные домены 
антитела, отвечающие за удержание структуры и 
связывание с Fc-рецепторами иммунной системы, 
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Рис. 3. Сравнение структуры антител и примеров 
фрагментов антител

и создаются линкеры, соединяющие отдельные 
участки лёгкой и тяжёлой цепи вариабельного 
фрагмента иммуноглобулинов.

В случае нанотел основой являются иммуно-
глобулины, которые имеют только тяжёлую цепь 
в вариабельном домене, за счёт чего антигенсвя-
зывающий участок оказывается более простым. 
Подобные антитела встречаются у животных, от-
носящихся к семейству верблюдовых (Camelidae). 
С уменьшением размера структуры уменьшается 
стоимость и сложность её производства, воз-
растает проницаемость в ткани, что особенно 
важно для терапевтического применения дан-
ных систем, но при этом существенно снижается 
стабильность антигенсвязывающего участка, что 
влечёт за собой ухудшение параметров связыва-
ния  [58].

Для решения проблем, связанных со сниже-
нием аффинности и специфичности, были раз-
работаны методы созревания на фаговом или 
дрожжевом дисплее. В этих методах в последо-
вательности, кодирующие антигенсвязывающие 
участки, вносятся одиночные замены, за счёт чего 
получается разнообразная выборка, из которой 
затем отбираются наиболее аффинные и специ-
фичные структуры. В силу меньшей стоимости 
и трудоёмкости работы с фрагментами антител 
данный подход оказывается весьма эффектив-
ным  [63].

Методы молекулярного моделирования в 
разработке и исследовании фрагментов анти­
тел. В силу меньших размеров фрагментов мето-
ды молекулярного моделирования, применяемые 
к разработке и оптимизации целых антител, ока-
зываются более эффективными  [64,  65].

Использование небольших участков антител 
позволяет разрабатывать биспецифические связы-
вающие системы, состоящие из фрагментов двух 
разных антител, соединённых линкером. Методы 
молекулярного моделирования были успешно 

применены для создания биспецифических одно-
цепочечных вариабельных фрагментов (scFv), 
ингибирующих образование комплекса Т-клеточ-
ного рецептора (TCR) с главным комплексом ги-
стосовместимости (MHC-II) в присутствии стафи-
лококкового энтеротоксина  B (SEB). Важнейшим 
инструментом моделирования в данной работе 
оказалась молекулярная динамика, в которой на 
микросекундной траектории был показан меха-
низм аллостерического ингибирования образова-
ния комплекса SEB–TCR  [66].

В данной работе были использованы вариа-
бельные домены известных антител для форми-
рования биспецифической системы, однако для 
моделирования новых белок-связывающих фраг-
ментов антител необходимы методы предсказа-
ния их структуры. Инструменты, использующиеся 
для моделирования полных антител, оказываются 
малоэффективными в данной задаче, так как по-
движность фрагментов антител из-за отсутствия 
стабильных доменов изменяется  [67]. Для подоб-
ных задач были разработаны специальные про-
граммы, такие как NanoNet. Данная модель глу-
бокого обучения способна с высокой точностью и 
производительностью (примерно 1  млн структур 
за четыре часа на стандартном центральном про-
цессорном устройстве) моделировать структуры 
нанотел, имея на входе информацию только об их 
аминокислотной последовательности. Подобные 
модели в сочетании с гибким белок-белковым 
докингом могут выступать в качестве инструмен-
тов виртуального скрининга для поиска новых 
белок-связывающих аффинных и специфичных 
систем  [68].

Таким образом, несмотря на меньшие разме-
ры фрагментов антител в сравнении с полными 
моноклональными антителами, их моделирова-
ние сталкивается с теми же трудностями и тре-
бует значительного количества вычислений.

Антителомиметики. Структуры и методы 
разработки белковых антителомиметиков. 
Антитела и их фрагменты являются наиболее ши-
роко используемыми белковыми аффинными и 
специфичными белок-связывающими системами. 
Однако они имеют ряд свойств, ограничивающих 
их применение. Так, высокая стоимость производ-
ства и низкая стабильность, которая влечёт за 
собой проблемы с агрегацией, иммуногенностью, 
высокой стоимостью хранения и логистикой, 
оказываются основными лимитирующими фак-
торами для расширения сфер применения анти-
тел. Во многом это связано с нативной структу-
рой антител, не предназначенной изначально для 
существования вне живых систем. Несмотря на 
малые размеры фрагментов антител, их структу-
ра всё ещё не является оптимальной и включает 
достаточно большие участки, функция которых 
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ограничена только в поддержании структуры 
сайта связывания  [69].

По этой причине возникла идея разработки 
белок-связывающих систем негомологичных ан-
тител, которые принято называть антителоми-
метиками (другое используемое название  – Non-
Immunoglobin Epitope Binders). Конструирование 
более простых белковых структур, обладающих 
повышенной аффинностью и специфичностью, 
позволяет избавиться от ограничений антител, 
в  то же время сохранив их полезные качества.

Антителомиметики белковой природы в сво-
ей структуре содержат простые жёсткие каркасы 
из альфа-спиралей или бета-слоёв, в то время как 
их белок-связывающие участки обычно являются 
свободными петлями  [70]. Примеры белковых кар-
касов для антителомиметиков показаны на рис. 4. 
Для их разработки обычно используются методы 
сайт-направленного или случайного мутагенеза, 
а производятся они с использованием простых 
бактериальных реакторов, показывающих более 
высокий выход продукта в сравнении с антите-
лами  [63].

Наиболее общим способом разработки анти-
теломиметиков является цикл направленной 
эволюции с последующим отбором кандидатов. 
Так, первичная библиотека ДНК, кодирующая 
гомологичные белковые структуры, подвергается 
ПЦР с высокой вероятностью ошибок чтения, что 
достигается путём введения солей марганца в 
реакционную систему. В результате значительно 
возрастает разнообразие аминокислотных после-
довательностей относительно исходной библио-
теки. Далее, с использованием метода фагового 
дисплея производится отбор наиболее перспек-
тивных последовательностей, имеющих повы-
шенную аффинность и специфичность, после 
чего процесс повторяется  [71]. Таким образом, за 
ограниченное число циклов может быть получе-
на высокоаффинная и специфичная белок-свызы-
вающая система с высокой стабильностью.

Однако у данного метода существуют огра-
ничения, которые препятствуют масштабному 
выходу на рынок антителомиметиков. Так, при 
создании антителомиметиков белковой природы 
возникает сложность в поиске белкового карка-
са. Несмотря на большое разнообразие уже из-
вестных каркасов, таких как аффитела (B-домен 
стафилококкового белка  А), аднектины (внекле-
точный домен человеческого фибронектина  III), 
аффитины (варианты ДНК-связывающего белка 
Sac7d) и др., каждый белковый каркас имеет свои 
недостатки, а поиск новых ограничен возможно-
стью расшифровки пространственной структуры 
белков. Поскольку большинство данных белков 
имеет чужеродную для организма структуру, они 
оказываются иммуногенными, что ограничивает 

их применение in  vivo. Также из-за отсутствия 
Fc-фрагментов они не имеют эффекторных функ-
ций [63]. Таким образом, хотя антителомиметики 
белковой природы лишены большинства недо-
статков антител, их количество и области при-
менения на данный момент ограничены.

Методы молекулярного моделирования в 
исследовании и разработке белковых анти­
теломиметиков. Использование методов моле-
кулярного моделирования позволяет решать ряд 
наиболее важных проблем при разработке бел-
ковых антителомиметиков. Каркасная структура 
антителомиметиков обычно представляет собой 
стабильный водорастворимый фрагмент извест-
ных белков, которые могут принимать правиль-
ную конформацию в бактериальных клетках. Это 
упрощает их поиск, так как данные фрагменты 
преимущественно состоят из гидрофильных ами-
нокислотных остатков с низким содержанием 
цистеинов и др.  [72]. Можно статистически вы-
делить ограниченный состав аминокислот, кото-
рые могут быть использованы для формирования 
структуры, обладающей заданными свойствами 
растворимости, pH-чувствительности и т.д. без 
ухудшения параметров связывания. В результате 
могут быть получены белки, структура которых 
является стабильной в широком диапазоне тем-
ператур и кислотности. Для предсказания про-
странственной структуры таких белков могут ис-
пользоваться программы AlphaFold2 и RosettaFold.  
Однако при этом остаётся неясной точность 
предсказания этими программами, поскольку 
они в большей степени обучены на гомологич-
ных структурах  [73]. Возможным решением этой  

Рис.  4. Примеры белковых каркасов антителоми-
метиков белковой природы. В скобках приведены 
коды  PDB
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проблемы может быть применение диффузион- 
ных моделей глубокого обучения, таких как 
AlphaFold3 и Chroma, способных предсказывать 
структуры белков на основе желаемых парамет-
ров  [74,  75]. Благодаря свойству диффузионных 
моделей производить маленькие шаги в про-
цессе генерации, вводимые ограничения могут в 
конечном итоге направлять моделирования в сто-
рону нужных свойств. Результаты предсказаний 
Chroma, проверенные в эксперименте, показали 
незначительное различие в структурах (RMSD 
около 1  Å). Так как Chroma обладает субквадра-
тичной вычислительной сложностью от O(N) до 
O(Nlog[N]), данный инструмент может оказать-
ся очень полезным для разработки каркасных 
структур для антителомиметиков белковой при-
роды  [75]. Серьёзным ограничением диффузион-
ных моделей являются так называемые «галлю-
цинации», то есть способность данных методов  
создавать нереалистичные структуры и свя- 
зи, противоречащие физическим свойствам  [76]. 
По  этой причине требуется серьёзная экспертная 
оценка результатов моделирования.

Однако методы моделирования структуры не 
решают проблему потенциального иммунного от-
вета на полученные белковые структуры. На  ос-
нове данных протеомики были созданы базы 
данных, такие как SEDB, Epitome, IEDB, AntiJen и 
Bcipep, в которых хранится информация об эпи-
топах, распознаваемых T-, B-клеточными рецеп-
торами и антителами, а также встраивающихся 
в  MHC  [77–81]. Данная информация может по-
мочь в установлении потенциальных эпитопов 
и их замене на этапе проектирования белковых 
каркасов, что может снизить их потенциальную 
иммуногенность.

Несмотря на меньший размер и низкую 
структурную сложность антителомиметиков по 
сравнению с антителами, в настоящее время 
существует мало примеров применения методов  
молекулярного моделирования для их разработки. 
Основным подходом при de  novo дизайне белко-
вых антителомиметиков является метод «горя-
чих точек», сочетающий в себе докинг потенци-
ально связывающихся пептидов и последующий 
подбор каркасов  [82]. На основе данного метода 
были разработаны системы, аффинно связываю-
щие консервативные участки гемагглютинина 
вируса гриппа (HA). В результате моделирования 
были сконструированы два высокоаффинных бел-
ка, после чего с помощью рентгеноструктурного 
анализа была проанализирована структура ком-
плекса гемагглютинина с антителомиметиком, 
имеющим наилучшие показатели аффинности. 
В результате было показано, что предсказанная 
структура комплекса очень близка к эксперимен-
тально определённой  [83].

Комбинация различных подходов, в том чис-
ле высокомолекулярного гибкого докинга, произ-
водительной молекулярной динамики, методов 
глубокого обучения в предсказании простран-
ственных структур и методов вычисления им-
муногенности способна в значительной степени 
усовершенствовать существующие и привести к 
разработке новых белковых антителомиметиков, 
имеющих ряд преимуществ и лишённых недо-
статков моноклональных антител и их производ-
ных.

НЕБЕЛКОВЫЕ АФФИННЫЕ  
БЕЛОК-СВЯЗЫВАЮЩИЕ СИСТЕМЫ

Аптамеры. Структура и применение апта­
меров. Аффинные системы белковой природы 
имеют недостатки, связанные со стоимостью 
производства, сложностью хранения и логистики, 
иммуногенностью и др. Это стимулировало поиск 
белок-связывающих систем небелковой природы. 
Одними из наиболее перспективных из них ока-
зались аптамеры.

Аптамеры – это короткие одноцепочечные мо-
лекулы ДНК, РНК или синтетических нуклеиновых 
кислот обычно длиной от 20 до 60  нуклеотидов, 
обладающие высокой аффинностью и специфич-
ностью для взаимодействия с высоко- и низко-
молекулярными мишенями  [84]. Аптамеры были 
независимо открыты двумя группами в 1990  году 
как результат процесса, который получил назва-
ние SELEX (систематическая эволюция лиганда 
путём экспоненциального обогащения)  [84,  85]. 
Позднее аптамеры были найдены в природе в со-
ставе рибопереключателей бактерий [86].

Идея использовать нуклеиновые кислоты 
для распознавания белковых мишеней возникла 
в результате исследований вируса иммунодефи-
цита человека (ВИЧ). Было показано, что транс-
активационный регулирующий элемент (TAR), 
содержащий последовательности РНК, может ин-
гибировать репликацию ВИЧ за счёт связывания 
с вирусным белком Tat с высокой аффинностью 
и специфичностью  [87]. Несмотря на то что апта-
меры совершенно не похожи на антитела, счита-
ется, что они могут конкурировать с антителами 
как в диагностическом, так и в терапевтическом 
применениях  [88]. Хотя аптамеры распознают и 
связывают мишени так же, как и антитела, они 
имеют ряд преимуществ, таких как более корот-
кое время и низкая стоимость производства, более 
лёгкая модифицируемость, лучшая термическая 
и химическая стабильность, меньший размер и 
низкая иммуногенность  [89].

Благодаря конкурентным преимуществам в 
отношении антител аптамеры нашли применение 
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в различных областях молекулярной биологии, 
биотехнологии, а также диагностики и терапии. 
Одной из перспективных областей исследований, 
основанных на аптамерах, является область опти-
ческих сенсоров. Многочисленные исследования 
показали, что флуоресцентные красители, присо-
единённые к конформационно гибким областям 
аптамера, могут давать оптический сигнал в от-
вет на связывание с лигандом  [90]. На рынке тем 
не менее аптамеры представлены в незначитель-
ном количестве в сравнении с антителами, что 
связано в первую очередь с отсутствием острой 
необходимости в перестройке инфраструктуры, 
которая является экономически затратным и на 
данный момент нецелесообразным процессом для 
большинства направлений  [91].

Множество аптамеров, созданных для тера-
певтических целей, проходят клинические испы-
тания или уже выведены на рынок. Среди них 
препараты для лечения возрастной макулодис-
трофии, нарушения свёртываемости крови, рака, 
воспалительных процессов и др.  [89,  92].

Помимо использования в качестве лекарствен-
ных средств, аптамеры могут быть использованы 
для адресной доставки лекарств в клетки чело-
века для повышения эффективности препарата 
и снижения побочных эффектов  [93]. Человече-
ский простатический специфический мембран-
ный антиген (PSMA), трансмембранный белок, 
ассоциированный с раком простаты, который 
сверхэкспрессируется на поверхности опухолей, 
стал первой модельной системой для доставки 
лекарств на основе аптамеров  [94]. Биспецифи-
ческие аптамеры против gp120 и рецептора CD4 
доставляют действующее вещество на основе ма-
лой интерферирующей РНК, подавляя активность 
ВИЧ in  vitro  [95].

Способы разработки и получения апта­
меров. Стандартный метод создания аптамеров, 
SELEX, является аналогом цикла направленной 
эволюции с последующим отбором кандидатов, 
способных связываться с белками, но вместо 
фагового дисплея и экспрессии внутри бактери-
альных клеток используется инкубация in  vitro 
и ПЦР. В процессе SELEX интересующая мишень 
сначала инкубируется с набором из ~109–1011 
одноцепочечных случайных олигонуклеотидов, 
называемым первичной библиотекой. Олигонук-
леотиды в библиотеке SELEX обычно состоят из 
40–100  нуклеотидов, что обусловлено ограниче-
ниями химического синтеза, имеют случайную 
область в середине и общие последовательности 
на обоих концах для посадки праймеров. После 
инкубации первичной библиотеки с мишенью 
несвязанные олигонуклеотиды удаляются, а ком-
плекс аптамер–белок разделяется. Освободив-
шиеся последовательности ДНК амплифицируют  

методом ПЦР с повышенным мутагенезом за счёт 
введения солей марганца. В зависимости от зада-
чи в ходе стандартного SELEX обычно проводит-
ся несколько циклов (повторов) процедуры  [85]. 
Потенциальные аптамеры, полученные в резуль-
тате нескольких раундов отбора, секвенируются, а 
параметры их связывания с мишенью оценивают-
ся такими методами, как поверхностный плазмон-
ный резонанс или изотермальная калориметрия. 
Для обогащения аптамеров с высоким сродством 
к мишени обычно проводится до двадцати раун-
дов отбора  [96].

Традиционный SELEX  – это основной инстру-
мент генерации аптамеров, однако он не лишён 
недостатков. Первичная библиотека должна со-
держать как можно большее разнообразие струк-
тур, в то же время в ней должны отсутствовать 
двухцепочечные нуклеиновые кислоты, а также 
одноцепочечные линейные структуры, не спо-
собные обеспечить надёжную пространственную 
укладку. Задача поиска оптимальной первичной 
библиотеки до сих пор не решена  [97]. Обычно 
для повышения её разнообразия вводится боль-
шое количество структур с высокой долей GC-пар. 
Было показано, что повышение доли GC-пар пер-
вичной библиотеки приводит к большей сложно-
сти пространственных структур, вследствие чего 
наблюдается большее разнообразие потенциаль-
ных аптамеров, а также повышается их средняя 
аффинность  [98].

Другим подходом для увеличения разно-
образия первичной библиотеки является под-
ход компании «Soma Logic» (дочерняя компания 
«Standard BioTools»). В первичной библиотеке ком-
пании, используемой для производства специаль-
ных модифицированных аптамеров, называемых 
SOMAмерами, содержится большое количество 
структур, в составе которых тимины заменены на 
С5′-этинил-2′-дезоксиуридины. В процессе SELEX к 
данным остаткам присоединяются боковые ради-
калы аминокислот или другие модификации, рас-
ширяющие свойства получаемых аптамеров  [99]. 
Тем не менее явными ограничениями данного 
метода являются повышенная стоимость и воз-
можность введения только одной химической 
модификации в структуру SOMAмера.

Процесс ПЦР, с помощью которого происхо-
дит обогащение при SELEX, является неидеаль-
ным. В  силу большого разнообразия вторичных 
структур в первичной библиотеке и большей 
скорости синтеза коротких последовательностей 
происходит сдвиг, который может приводить к 
чрезмерному обогащению библиотеки структу-
рами не с максимальным соответствием требуе-
мым параметрам, а максимально выгодными для 
реакции полимеризации. Для решения данных 
проблем обычно применяется эмульсионная ПЦР,  
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в которой каждая отдельная структура копирует-
ся в микросомах, таким образом, не конкурируя 
за активный центр полимеразы  [100].

Существует большое количество вариаций 
оптимизации процесса SELEX, однако в настоя-
щее время его эффективность всё ещё остаётся на 
уровне 30% вероятности обнаружения требуемого 
аптамера  [101].

Одним из важных ограничений аптамеров в 
сравнении с антителами является отсутствие гид-
рофобных свойств в структурах природных нук-
леиновых кислот. Одним из решений являются 
упомянутые выше SOMAмеры, к которым, в част-
ности, могут быть добавлены боковые радикалы 
гидрофобных аминокислот, например, бензиль-
ный радикал (рис.  5,  а). Однако данная модифика-
ция является трудоёмкой и не универсальной, так 
как полученные аптамеры не копируются напря-
мую в ПЦР, и требуются дополнительные стадии. 
Более перспективной является возможность до-
бавления синтетической пары оснований, такой 
как dNaM-d5SICS (рис.  5,  а). За счёт полиаромати-
ческой углеводородной группы данная пара осно-
ваний оказывается гидрофобной, в то же время  
сохраняется способность её комплементарного 
воспроизведения в ПЦР за счёт использования 
модифицированных ДНК-полимераз  [102]. Тем не 
менее добавление новой пары оснований в пер-
вичную библиотеку для SELEX требует повыше-
ния разнообразия и значительно увеличивает 
стоимость процесса.

Другим ограничением аптамеров при их ис-
пользовании в качестве терапевтических средств, 
в отличие от антител, является отсутствие у них 
эффекторной функции. Был предложен метод 
последовательного сшивания свободных концов 
двух аптамеров, один из которых связывается с 
целевым белком, а второй связывается с FcRγIII. 
Таким образом, был получен эффекторный апта-
мер, способный вызывать иммунный ответ в ре-
зультате связывания с белком-мишенью  [103].

Так как аптамеры являются короткими олиго-
нуклеотидами, они подвержены деградации под 
действием различных факторов. Аптамеры на 
основе молекул РНК являются крайне нестабиль-
ными, так как подвержены аутодеградации за 
счёт образования промежуточных связей 2′-гид
роксильной группы с фосфатом, а также из-за вы-
сокой степени контаминации окружающей среды 
рибонуклеазами, катализирующими расщепле-
ние РНК  [104,  105]. С точки зрения стабильности 
ДНК-аптамеры оказываются более практичными, 
тем не менее они также могут деградировать 
под действием дезоксирибонуклеаз in  vivo. Было 
разработано множество модификаций аптаме-
ров, способных препятствовать и аутодеграда-
ции, и действию различных нуклеаз (рис.  5,  б). 

Изменение 2′-группы на амино-(I), фтор-(II) или 
О-метильную группу (III) препятствует аутодегра-
дации, а также не позволяет нуклеазам произво-
дить расщепление. Однако данная модификация 
значительно повышает подвижность нуклеино-
вых кислот, сопоставимую с подвижностью РНК, 
и, следовательно, может влиять на структуру по-
лучаемой молекулы. 2′-дезокси-2′-фтор-D-арабино-
нуклеиновая кислота (IV) и закрытая нуклеиновая 
кислота (Locked Nucleic acid, LNA) (V) использу-
ются в аптамерах, так как значительно повыша-
ют устойчивость к нуклеазам, имея подвижность 
молекулы ДНК  [106]. Более эффективным в дан-
ном случае оказывается замещение кислорода в 
остатке фосфорной кислоты на серу или метиль-
ную группу, которые не влияют на структуру дез-
оксирибозы. В этих случаях аптамер оказывается 
устойчивым к действию нуклеаз, однако изме-
нение суммарного заряда молекулы повышает 
её склонность к неспецифическому связыванию 
с мишенью  [106,  107]. Разработанные модифика-
ции, вносимые для увеличения устойчивости к 
действию нуклеаз или увеличения аффинности, 

Рис. 5. Модификации нуклеиновых кислот для уве-
личения аффинности аптамеров и их устойчивости 
к действию нуклеаз. а  –  Модификации оснований 
для добавления свойства гидрофобности. б  –  Моди-
фикации для увеличения устойчивости к аутодегра-
дации и действию нуклеаз. Буква  B отражает любое 
из оснований. 2′-амино-(I), 2′-фтор-(II), 2′-О-метил-дез-
оксирибоза  (III), 2′-дезокси-2′-фтор-D-арабинонуклеи-
новая кислота  (IV), закрытая нуклеиновая кислота 
(Locked Nucleic acid, LNA)  (V) и модификации фосфа-
тов  (VI, VII)
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препятствуют протеканию полимеризации в про-
цессе ПЦР, что усложняет процесс SELEX  [108].

Методы молекулярного моделирования в 
разработке и исследовании аптамеров. Метод 
отбора аптамеров из библиотеки первичных 
последовательностей. Для оптимизации раз-
работки аптамеров были предложены многочис-
ленные методы, основанные на молекулярном 
моделировании. Основными вычислительными 
подходами стали докинг и молекулярная дина-
мика, позволяющие симулировать взаимодей-
ствие аптамера и мишени. Иногда данные ме-
тоды дополняют квантово-механическими или 
гибридными методами вычисления энергии для 
более точной оценки связывания  [109]. Методы 
предсказания вторичной и третичной структуры 
РНК и ДНК играют важную роль в разработке 
молекул, поскольку для проведения моделиро-
вания комплексов белок-аптамер необходима их 
третичная структура  [110]. Современные инстру-
менты in  silico дают возможность моделировать 
аптамеры как под малые молекулы, так и под 
сложные биополимеры. Единственное их огра-
ничение, в отличие от метода SELEX  – невозмож-
ность использовать клетки в качестве мишени. 
Типичный цикл моделирования аптамера в ис-
следовании in  silico начинается с прогнозирова-
ния вторичной структуры с последующим пред-
сказанием и оптимизацией третичной структуры. 
Далее производится жёсткий или гибкий докинг 
мишени и аптамера, при этом отбираются ком-
плексы с наибольшими оценками связывания. 
Следующим важным, но не обязательным шагом 
является этап молекулярной динамики, позво-
ляющий оценить стабильность комплекса и 
определить энергию связи с более высокой точ-
ностью  [111]. Анализ взаимодействия аптамера с 
мишенью позволяет исследователям проводить 
замены нуклеотидов или их химические моди-
фикации, после чего предыдущие шаги можно 
повторить с новыми кандидатами  [112]. Помимо 
методов моделирования структур и их взаимодей-
ствия, модели взаимосвязи структура–активность 
(QSAR) начали применять в разработке аптамеров 
для быстрого предсказания требуемой характери-
стики и сканирования пространства последова-
тельностей  [113–115].

Все вышеперечисленные вычислительные 
методы могут быть использованы вместе с экс-
периментальными, дополняя друг друга и повы-
шая эффективность. К примеру, для повышения 
разнообразия первичной библиотеки SELEX было 
предложено использовать методы предсказания 
вторичных структур, которые позволяют оцени-
вать их сложность и отбирать последовательно-
сти с наибольшим потенциалом. Такие методы 
также могут быть применены для подбора пра-

вильного соотношения структур в первичной 
библиотеке для устранения неравномерного тече-
ния ПЦР [116]. Тем не менее методы предсказания 
вторичной структуры в основном низкопроизво-
дительны и не способны предсказать большое 
количество различных структур за ограниченное 
время. В то же время они обычно применимы к 
РНК, в то время как аптамеры преимущественно 
делаются на основе ДНК в силу их большей струк-
турной стабильности и экономической эффектив-
ности. Также большинство методов предсказания 
вторичных структур игнорируют распространён-
ную структуру псевдоузла из-за высокой вычис-
лительной стоимости её предсказания  [116,  117]. 
Поэтому было предложено использовать методы 
глубокого обучения, благодаря чему были разра-
ботаны модели, способные с высокой скоростью 
и точностью предсказывать структуры нуклеино-
вых кислот  [118]. Однако в настоящее время экс-
периментальных данных о структурах одноцепо-
чечных ДНК ещё недостаточно для качественного 
обучения моделей.

Библиотека первичных последовательностей 
SELEX содержит большое число разнообразных 
последовательностей, однако финальный апта-
мер, выбранный для данной мишени, может быть 
всё ещё не оптимальным, то есть обладать низ-
кой стабильностью пространственной структуры 
или аффинностью. При разработке аптамера, свя-
зывающего антибиотик сульфадиметоксин, был 
применён многостадийный подход по внесению 
точечных замен в аптамер с последующей моле-
кулярной динамикой  [119]. За основу авторами 
был взят аптамер, созданный с помощью SELEX.  
Его  взаимодействие с мишенью было смодели-
ровано с помощью молекулярной динамики, аф- 
финность взаимодействия оценивалась как изме-
нение свободной энергии Гиббса при взаимодей-
ствии между аптамером и целевой молекулой. 
В  структуру аптамера вносились точечные заме-
ны, после чего снова производилась молекулярная 
динамика и оценка связывания. Авторы выбира-
ли лучшие последовательности на каждом шаге, 
благодаря чему смогли увеличить аффинность 
аптамера, не прибегая к дополнительным экспе-
риментам с помощью SELEX.

Другой пример подобного подхода – разработ-
ка аптамера против простатического специфиче-
ского антигена (PSA) [120]. Авторы работы исполь-
зовали пять последовательностей, полученных 
с помощью SELEX, в качестве стартовой точки 
для моделирования. Данные последовательности 
были размножены путём скрещивания последо-
вательностей с использованием генетического ал-
горитма, после чего взаимодействие с мишенью 
оценивалось с использованием белок-белкового 
докинга. Лучшие кандидаты были синтезированы,  
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а их взаимодействие с мишенью измерено с по-
мощью кварцевых микровесов, что позволило 
снова отобрать лучших кандидатов. Таким обра-
зом, последовательности итеративно оптимизиро-
вались под мишень, при этом использовались как 
реальные эксперименты, так и более простые и 
производительные компьютерные модели. В  ре-
зультате был получен аптамер, который показал в 
три раза более эффективное связывание по срав-
нению с исходными аптамерами, полученными 
по методу SELEX.

Метод направленного моделирования ап­
тамеров на основе информации о структурах 
мишеней. В работах, описанных выше, исполь-
зовали методы компьютерного моделирования 
преимущественно для усовершенствования су-
ществующих аптамеров, полученных экспери-
ментально. Однако были предложены и подходы 
к de  novo моделированию аптамеров на основе 
информации о структуре мишени. В исследова-
нии по разработке аптамера для цитохрома P450 
использовался метод «горячих точек» и подход 
по разделению нуклеотидной цепи на два типа 
участков. Первый участвует в образовании связей 
с белком за счёт свободных нуклеотидов, которые 
вносят основной вклад в аффинность и специфич-
ность молекулы. Вторая же часть ответственна за 
поддержание пространственной структуры апта-
мера. После определения на поверхности белка 
участков, имеющих положительно заряженные 
аминокислоты, с помощью алгоритмов низкомо-
лекулярного докинга и молекулярной динамики 
были получены структуры тринуклеотидов, свя-
зывающихся с поверхностью белка. К наиболее 
аффинным участкам были добавлены спираль-
ные комплементарные участки для образования 
структуры шпильки. Синтезированные аптамеры 
показали высокую специфичность, не связываясь 
с белками других семейств, а экспериментально 
определённые энергии связывания имели высо-
кую корреляцию с расчётными  [121].

В процессе моделирования молекул, как пра-
вило, создаётся набор кандидатов, требующий 
оценки их эффективности для дальнейшего отбо-
ра. Проведение эксперимента для оценки связы-
вания с мишенью будет самым точным, но в то 
же время самым затратным подходом. Поэтому 
часто используют методы молекулярного докин-
га и динамики. Однако длительные симуляции 
для большого числа кандидатов затратны по 
времени. Решением может быть использование 
методов машинного обучения для предсказания 
требуемой характеристики. Такой подход исполь-
зовался для разработки аптамера против амино-
пептидазы CD13. Последовательности аптамеров 
генерировались итеративно с использованием 
генетического алгоритма. Отбор новых последо-

вательностей для следующего поколения произ-
водился оценочной функцией на основе модели 
машинного обучения, предварительно обучен-
ной на характеристиках первичной и вторичной 
структур РНК и белка  [114]. В другой работе для 
разработки аптамеров против нейтрофильного 
желатиназа-ассоциированного липокалина ис-
пользовали модель нейронной сети, обученной 
на экспериментальных данных, для изучения про-
странства последовательностей. Авторам удалось 
не только разработать и синтезировать аптамеры 
с высокой аффинностью, но и найти более корот-
кие последовательности нуклеиновых кислот с 
сопоставимой аффинностью и большей стабиль-
ностью  [115]. Однако подобные нейронные сети 
могут выявлять зависимости и совершенствовать 
уже известные структуры, но при поиске новых 
соединений исключать перспективные структуры 
из рассмотрения. По этой причине они нуждают-
ся в тщательном тестировании и должны быть 
хорошо интерпретируемыми.

Наиболее перспективными методы молеку-
лярного моделирования оказываются в разработ-
ке модифицированных аптамеров, более пригод-
ных для применения в терапии. Так, с помощью 
in  silico подходов к разработке аптамеров может 
быть выбрана оптимальная комбинация модифи-
каций, способная увеличить аффинность, пред-
отвратить деградацию под действием нуклеаз, 
но при этом не повлиять на специфичность. Был 
предложен подход, в котором последовательное 
применение различного программного обеспече-
ния позволяло моделировать модифицированные 
аптамеры и их взаимодействие с белками-мише-
нями  [122]. В этой работе использовали класси-
ческий путь предсказания третичной структуры 
аптамеров, за которым следовало внесение моди-
фикаций, после чего производился высокомолеку-
лярный докинг и выявлялись взаимодействующие 
основания. В работе использовали программы 
Mfold и 3dRNA для предсказания пространствен-
ных структур нуклеиновых кислот. Однако метод 
Mfold не способен предсказывать псевдоузлы, к 
тому же является низкопроизводительным  [123]. 
Метод 3dRNA также является низкопроизводи-
тельным и показывает значительное расхожде-
ние между экспериментальными и предсказан-
ными структурами (RMSD около 4  Å)  [124]. Таким 
образом, из-за невысокой точности предсказания 
и низкой производительности данный метод 
ограничен в использовании для моделирования 
новых аптамеров для заданной мишени.

Другим очевидным ограничением метода 
стало отсутствие этапа молекулярной динамики, 
которая могла бы оптимизировать структуру ком-
плекса. Внесение даже единичных модификаций 
может значительно влиять на пространственную 
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Рис. 6. Схема применения методов молекулярного моделирования в разработке и оптимизации аптамеров

структуру нуклеиновой кислоты  [125]. По этой 
причине после внесения модификаций струк-
туру необходимо подвергать длительной молеку-
лярной динамике для исследования конформаци-
онных изменений. Однако стандартные силовые 
поля для моделирования нуклеиновых кислот 
не могут быть применены для симуляции моди-
фицированных нуклеиновых кислот. В работе 
Galindo-Murillo et  al. была проведена параметри-
зация модифицированных нуклеотидов, которая 
позволила проводить молекулярную динамику 
нетипичных оснований и показала хорошее соот-
ветствие полученных результатов моделирования 
и эксперимента. Однако спектр параметризован-
ных модификаций был ограниченным [126]. Суще-
ствующие универсальные силовые поля способны 
производить симуляцию молекул с множеством 
различных модификаций, но для биополимеров 
данные силовые поля плохо согласуются с экспе-
риментами  [127].

Таким образом, существует два перспектив-
ных направления развития методов молекуляр-
ного моделирования аптамеров на основе струк-
туры мишени. Одна группа методов имитирует 
процесс отбора, характерного для SELEX, с исполь-
зованием предсказания пространственной струк-
туры, докинга и молекулярной динамики, вторая 

производит направленную разработку структуры 
нуклеиновой кислоты, способную связываться 
с эпитопом на поверхности белка. Общая схема 
применения данных подходов показана на рис. 6. 
Оба подхода требуют качественного предсказа-
ния вторичной и третичной структуры, а также 
использования методов молекулярной динами-
ки. Развитие данных методов является наиболее 
важным для успешного прогнозирования новых 
аптамеров.

Молекулярные отпечатки. Структура и спо­
собы получения молекулярных отпечатков. Для 
получения ещё более простых в производстве ана-
логов антител в 1973 году был предложен метод по-
лимерных молекулярных отпечатков (molecularly 
imprinted polymers, MIP)  [128]. MIP представляют 
собой пористые материалы, способные селек-
тивно узнавать шаблон (молекулы, на узнавание 
которых разрабатывается MIP). Они получаются 
путём самосборки функциональных мономеров 
вокруг молекулы шаблона в порогене (раствори-
тель для образования пор), после чего иницииру-
ется полимеризация в присутствии сшивающего 
реагента  [129]. MIP находят множество примене-
ний в таких областях, как диагностика (включая 
аналоги иммуноферментного анализа), аффин-
ное разделение, доставка лекарств и др.  [130–135].  
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Исходно MIP были созданы для низкомолекуляр-
ных соединений, но в настоящее время их начи-
нают использовать и для белковых молекул.

Основной подход к получению молекулярных 
отпечатков заключается в направленном создании 
поверхности с геометрическим и физико-хими-
ческим соответствием шаблону. На первом этапе 
добавляют функциональные мономеры, которые 
взаимодействуют с шаблоном и образуют непроч-
ный комплекс. На втором этапе проводят полиме-
ризацию полученного комплекса в присутствии 
избыточного количества сшивающих мономеров 
и порогена. На последнем этапе происходит вы-
мывание шаблона из молекулярного отпечатка, 
за счёт чего образуется полость для специфиче-
ского связывания белка-мишени  [136,  137].

Существует два основных подхода к получе-
нию молекулярных отпечатков. Первый включа-
ет использование ковалентных функциональных 
мономеров, которые создают химическую связь 
с молекулой шаблона, а после этапа полимери-
зации ковалентные связи расщепляются. В силу 
сложности данной процедуры и необходимости 
дополнительных этапов расщепления данный 
подход практически не используется в отноше-
нии белков.

Второй подход основан на образовании отно-
сительно слабых нековалентных взаимодействий 
между шаблоном и функциональными мономе-
рами, таких как водородные связи, ионные взаи-
модействия, силы Ван-дер-Ваальса, диполь-ди-
польные и гидрофобные взаимодействия. В  силу 
простоты данный подход в настоящее время яв-
ляется наиболее распространённым. Однако под-
ход с нековалентным связыванием требует более 
тщательного подбора состава и количества функ-
циональных мономеров [138].

Процедура получения MIP всегда связана 
с тщательным подбором состава смеси и условий 
реакции в зависимости от структуры шаблона 
и выбранного полимера, что является одним из 
основных недостатков этого метода. Кроме не- 
обходимости случайного перебора возможных 
компонентов, функциональных и сшивающих 
мономеров, порогенов и условий протекания 
реакции, данный процесс также является слабо-
воспроизводимым. Кроме того, для получения 
каждой новой партии молекулярного отпечатка 
требуется использование шаблона, что отрица-
тельно сказывается на масштабируемости произ- 
водства  [139].

Для решения проблемы перебора компонен-
тов был предложен метод комбинаторной химии, 
в котором создаётся большое разнообразие воз-
можных составов, и эксперименты по получе-
нию молекулярных отпечатков происходят парал
лельно  [140,  141].

Дополнительные сложности при создании 
MIP для белков создают условия полимеризации: 
повышенная температура, неестественная для 
белков величина pH, органические растворите-
ли, что может привести к изменению структуры 
шаблона  [132]. В качестве альтернативы исполь-
зования целого белка был предложен метод эпи-
топного импринтинга. У большинства белков на 
поверхности есть участки с большим количеством 
полярных и заряженных аминокислот, которые 
наиболее часто участвуют в связывании. Вместо 
попытки полимеризации вокруг целого белка, 
что связано с большими трудностями в подборе 
условий, в которых полимеризация не будет нару-
шать структуру белка, могут быть использованы 
только фрагменты, включающие данный эпитоп. 
В силу меньшего размера и часто более стабиль-
ной структуры таких эпитопов данный подход 
повышает диапазон допустимых условий для про-
текания реакции полимеризации. Тем не менее 
для достижения полного соответствия данного 
эпитопа нативной структуре требуется проводить 
сложные работы, связанные с искусственным со-
зданием меньших по размеру белков, сохраняю-
щих структуру эпитопа  [142].

Несмотря на возможность перебора боль-
шого количества компонентов смеси для полу-
чения структуры молекулярного отпечатка, сила 
взаимодействия функциональных мономеров с 
шаблоном обычно низкая, из-за чего мономеры 
добавляют в избытке. В результате часто возни
кает широкий спектр равновесных состояний 
комплекса мономеры–шаблон, что даёт широ-
кий диапазон аффинности и специфичности  
у MIP  [143].

Полимеризация вокруг матрицы должна про-
исходить с возможностью последующего беспре-
пятственного удаления белка из сайта связыва-
ния и доступа для нового белка. Поэтому плотно 
полимеризующиеся сшивающие мономеры, ис-
пользуемые для разработки молекулярных отпе-
чатков для малых молекул, для белков не под-
ходят. Были предложены методы, позволяющие 
использовать изменение условий для регулирова-
ния размера пор, что позволяет контролировать 
процесс связывания и высвобождения белков.  
Для этого, в частности, было предложено про-
водить полимеризацию с добавлением pH-чув-
ствительных сшивающих элементов пептидной 
природы, из-за чего при повышении pH поры и 
сайт связывания увеличиваются в размерах, и 
появляется возможность выхода белка  [144].

Однако более популярным подходом стал ме-
тод поверхностных отпечатков, в котором шаблон 
покрывают тонким слоем полимера, не способ-
ным полностью погрузить белок в толщу и не 
препятствующим высвобождению и связыванию. 
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Рис. 7. Варианты белок-связывающих полимерных молекулярных отпечатков

Развитием данного метода является предполи-
меризация наночастиц, при которой функцио-
нальные мономеры связываются с заранее под-
готовленными наночастицами из сшивающего 
полимера, а после взаимодействия с белком-ми-
шенью происходит полноценная полимеризация. 
Тем не менее независимо от метода данные под-
ходы обычно значительно снижают специфич-
ность связывания в сравнении с полимеризацией 
в объёме  [145].

Сравнение вариантов белок-связывающих 
полимерных молекулярных отпечатков показано 
на рис.  7.

Методы молекулярного моделирования в  
разработке и исследовании молекулярных от­
печатков. Разработка MIP  – это длительный и 
дорогостоящий процесс. Он требует выбора опти-
мальных мономеров, подбора соотношения ком-
понентов в реакционной смеси, оптимальных 
условий проведения реакции. Это затрудняет 
задачу и увеличивает время по разработке MIP, 
что ограничивает возможности для их широкого 
применения. Компьютерное моделирование мо-
жет значительно оптимизировать этот процесс.

К настоящему времени основные работы 
по молекулярному моделированию MIP были 
проведены для низкомолекулярных соедине-
ний  [146–149]. Основные усилия при этом были 
направлены на предполимеризационную стадию. 
Для этого использовались как методы квантовой 
механики, так и молекулярной динамики. Целью 
применения данных методов является поиск наи-
более подходящего функционального мономера, 
оценка характера связывания и подбор оптималь-
ного соотношения компонентов реакционной 
смеси  [150–157].

Для разработки MIP, связывающихся с белка-
ми, было предложено несколько вычислительных 
подходов  [158–160]. Основными методами при 
этом являются молекулярный докинг и молеку-
лярная динамика.

Одной из сложностей при создании MIP явля-
ется его возможное влияние на структуру белка- 
шаблона. Так, было показано, что в процессе при-
готовления MIP происходит ингибирование рибо-
нуклеазы  А. Моделирование (с помощью метода 
молекулярной динамики) формирования ком-
плекса белка с функциональными мономерами 
на основе стирена и сшивающего полимера, ди-
метилакрилата полиэтиленгликоля 400, показало 
возможные конформационные изменения в бел-
ке, которые приводили к его инактивации  [161]. 
В то же время исследование методом молекуляр-
ной динамики не выявило возможного влияния 
функциональных мономеров на структуру белка 
PSA  [162].

В работе Kryscio et  al. были изучены меха-
низмы влияния условий процесса получения 
молекулярных отпечатков на конформацию аль-
бумина. Для этого был применён докинг различ-
ных функциональных и сшивающих мономеров 
на поверхность белка. Были определены сай-
ты преимущественного положения мономеров. 
В  каждом из полученных участков наблюдалось 
серьёзное влияние на пространственную струк-
туру. В то же время было показано, что различ-
ные функциональные мономеры конкурируют за 
одни и те же боковые радикалы аминокислот- 
ных остатков  [158].

Методы молекулярного моделирования ак-
тивно используются для подбора мономеров и 
поиска оптимальных соотношений реагентов в 
разработке MIP для белков  [158, 163, 164]. В ра-
боте Rajpal et  al. докинг применялся для анализа 
состава смеси функциональных мономеров, по-
зволив подобрать оптимальный состав смеси для 
нескольких пептидов до проведения лаборатор-
ных экспериментов  [165]. Докинг с последующей 
молекулярной динамикой были использованы 
для подбора концентраций функциональных и 
сшивающих мономеров для оптимального связы-
вания миоглобина  [159].
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Помимо прогнозирования состава функцио-
нальных и сшивающих мономеров, важность 
представляет и прогнозирование аффинности мо-
лекулярных отпечатков к их мишени  [166]. Была 
оценена применимость методов, основанных на 
глубоком обучении, в оценке аффинности моле-
кулярных отпечатков к малым молекулам. Было 
показано, что использование различных моделей 
глубокого обучения позволяет хорошо предсказы-
вать параметры связывания молекулярных отпе-
чатков с 2-метоксифенидином. Подобный подход 
может быть применён и к анализу связывания с 
белком, что может в значительной степени упро-
стить подбор компонентов и условий полимери-
зации при получении молекулярных отпечатков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Область применения аффинных и специфич-
ных систем явно развивается в сторону более про-
стых, дешёвых и технологических решений. Пер-
воначально это были моноклональные антитела, 
в том числе их производные: химерные, гума-
низированные и человеческие моноклональные 
антитела. Желание упростить и удешевить произ-
водство и разработку антител привело к исполь-
зованию их фрагментов, таких как одноцепочеч-
ный вариабельный фрагмент (scFv), отдельный 
антиген-связывающий фрагмент (Fab′), минитела, 
нанотела и др. Развитием систем белковой при-
роды стало получение антителомиметиков. Из-за 
сложности в хранении и применении белковых 
систем следующим этапом разработки стало по-
лучение систем небелковой природы, основными 
из которых являются аптамеры и полимерные 
молекулярные отпечатки. Каждая из разрабаты-
ваемых аффинных систем имеет как свои преиму-
щества, так и недостатки. Можно ожидать, что и 
в дальнейшем эти технологии будут развиваться 
параллельно друг другу, и у разработчиков будет 
иметься широкий набор решений для выбора 
наиболее подходящей системы в каждом конкрет-
ном случае в зависимости от поставленных задач.

В последние годы на этапах разработки аф-
финных систем начали активно использовать 
методы молекулярного моделирования. Их при-
менение во многом позволяет отказаться от тра-
диционного подхода «проб и ошибок». Модели-
рование взаимодействия аффинной системы со 
своей мишенью позволяет более детально понять 
молекулярные механизмы, лежащие в основе 
высокоаффинного и специфичного связывания, и 
на этой основе подобрать оптимальную структуру 
системы, а также условия её получения. Молеку-
лярное моделирование становится неотъемлемой 
частью таких разработок.

Основными методами выступают:
1.	 Моделирование по гомологии для построения 

структур антител и их фрагментов, извест-
ных антителомиметиков, а также структуры 
мишени;

2.	 Ab  initio методы для прогнозирования вариа-
бельных связывающих частей антител, их 
фрагментов и антителомиметиков;

3.	 Низкомолекулярный докинг для подбора 
позы взаимодействующих оснований в задаче 
проектирования белковых связывающих си-
стем и аптамеров (например, метод «горячих 
точек»), а также в подборе состава для раз-
работки молекулярных отпечатков;

4.	 Высокомолекулярный докинг для предсказа-
ния структур комплексов белок–белок или 
белок–нуклеиновая кислота;

5.	 Методы молекулярной механики, квантовой 
химии и статистики для оценки энергии 
взаимодействия, что является основой отбора 
более аффинных связывающих систем;

6.	 Молекулярная динамика, позволяющая моде-
лировать поведение молекулярных систем 
в  естественных условиях, оценивать ста-
бильность моделируемых структур и их ком- 
плексов.
Классические методы моделирования про-

должают совершенствоваться, но в последние 
годы наблюдается резкое увеличение интереса 
к системам предсказания, основанным на глу-
боком обучении. Способность нейронных сетей 
улавливать скрытые закономерности позволяет 
создавать программы, обладающие высокой пред-
сказательной силой. Системы на основе глубокого 
обучения используются при моделировании или 
de  novo проектировании структур белков и бе-
лок–белковых комплексов (в том числе антител 
и комплексов антиген–антитело), нуклеиновых 
кислот, позволяют аппроксимировать физико-
химические характеристики, ускорять вычисли-
тельно дорогие процессы симуляций и другое. 
Тем не менее серьёзным недостатком методов, 
основанных на глубоком обучении, является 
ограниченность обучающих данных. В связи с 
этим часто возникают проблемы снижения точ-
ности или «галлюцинации», которые мешают 
данным методам полностью вытеснить класси- 
ческие.

Современные пакеты программного обеспе-
чения, в том числе свободно распространяемые 
и веб-сервисы, позволяют проводить весь цикл 
вычислений при разработке всех типов аффин-
ных систем, однако требуется наработка большего 
количества данных, совершенствование алгорит-
мов и сравнительные исследования примени-
мости разных методов для увеличения их точ- 
ности, производительности и результативности.
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High-affinity and specific agents are widely applied in various areas, including diagnostics, scientific 
research, and disease therapy (as drugs and drug delivery systems). It takes significant time to devel-
op them. For this reason, development of high-affinity agents extensively utilizes computer methods 
at various stages for the analysis and modeling of these molecules. The review describes the main 
affinity and specific agents, such as monoclonal antibodies and their fragments, antibody mimetics, 
aptamers, and molecularly imprinted polymers. The methods of their obtaining as well as their main 
advantages and disadvantages are briefly described, with special attention focused on the molecular 
modeling methods used for their analysis and development.

Keywords: antibody, antibody mimetics, aptamers, molecularly imprinted polymers, molecular modeling
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Экспансия CAG-повторов в некоторых генах представляет собой установленную причину не-
скольких нейродегенеративных заболеваний, механизм патогенеза которых при этом остается 
неясным. Предполагается, что двухцепочечные регионы РНК, формируемые CAG-повторами, 
имеют токсические для клетки свойства. В  работе проверяется гипотеза, согласно которой 
такие регионы РНК гипотетически могут отвлекать на себя ферменты редактирования РНК 
ADAR, тем самым снижая A→I редактирование РНК в клетке, что приводит к активации интер-
феронового ответа. Исследовали индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК), 
полученные из фибробластов пациентов, страдающих болезнью Гентингтона или атаксией 
типа 17, и дифференцированные из них органоиды среднего мозга. Для оценки редактирования 
в выбранных участках РНК разработали таргетную панель для секвенирования нового поко-
ления. Дифференцировка ИПСК в органоиды мозга сопровождалась повышением экспрессии 
гена, кодирующего ADAR2, при снижении экспрессии белков-ингибиторов редактирования РНК.  
Как следствие, отмечали рост редактирования соответствующих субстратов ADAR2, тем самым 
имея возможность идентифицировать дифференциальные субстраты изоформ ADAR. При этом 
на уровне ИПСК сравнение групп патологии и контроля не выявило различий по уровню 
редактирования. В  органоидах мозга, содержащих 42–46 CAG-повторов, также не наблюдали 
глобальных изменений. Однако органоиды мозга в образце, характеризуемом наибольшим 
количеством CAG-повторов в гене гентингтина  (76), выделялись резким снижением уровня 
редактирования РНК отдельных транскриптов, в редактировании которых, предположитель-
но, участвует  ADAR1. В  частности, в этом образце практически отсутствовало редактирование 
длинной некодирующей РНК PWAR5. В  итоге показано, что в большинстве культур с экспан-
сией повторов гипотеза о ее влиянии на редактирование РНК не подтвердилась.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: редактирование РНК, РНК-зависимая аденозиндезаминаза, болезни экспан-
сии тринуклеотидных повторов, болезнь Гентингтона, атаксия типа 17, индуцированные плюри-
потентные стволовые клетки, органоиды среднего мозга.

DOI: 10.31857/S0320972524080063 EDN: KDYCQE

Принятые сокращения: днРНК  – длинная некодирующая РНК; дцРНК  – двухцепочечный участок РНК; 
ИПСК  – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; ADAR  – РНК-зависимая аденозиндезаминаза; 
HD  – болезнь Гентингтона; PKR  – протеинкиназа  R; PWAR  – РНК регион, ассоциированный с синдро-
мом  Прадера–Вилли и Ангельмана; SCA17  – спиноцеребеллярная атаксия типа  17.
* Адресат для корреспонденции.
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ВВЕДЕНИЕ

Тринуклеотидные повторы располагаются 
в генах с различными функциями, которые экс-
прессируются в различных тканях, однако пато-
логические состояния, связанные с экспансией 
повторов, в первую очередь влияют на опреде-
ленные популяции нейронов. Например, атак-
сия типа  17  (SCA17) вызвана повторами CAG в 
ТАТА-связывающем белке (ген  TBP), который при 
этом является широко распространенным фак-
тором транскрипции, экспрессируемым во всех 
клетках. Гентингтин  (HTT)  – еще один пример 
гена, содержащего CAG-повторы, также экспрес-
сируется повсеместно и обладает плейотропной 
функцией  [1]. Несмотря на то что повторы CAG 
возникают в разных генах, фенотипы заболева-
ний, которые они вызывают, обладают некото-
рым сходством. Из  этого предполагают общий 
механизм, лежащий в основе нейродегенерации, 
вызванной экспансией тринуклеотидных повто-
ров. Однако на сегодняшний день этот механизм 
остается предметом дискуссий. Обсуждается как 
вклад мутантного белка, так и мутантной РНК 
в процессы нейродегенерации  [2]. Также неясно,  
почему для проявления заболевания необходи-
мо различное количество повторов. Например, 
36–40 повторов CAG в гене HTT приводят к непол-
ной пенетрантности болезни Гентингтона (HD)  [3], 
в то время как 41–48  повторов в гене TBP вызы
вают атаксию типа  17 со сниженной пенетрант- 
ностью. Стоит отметить, что пониженная пе-
нетрантность SCA17 в случаях с количеством 
повторов менее  48 ассоциирована с наличием 
конкретного варианта в гене  STUB1 для полного 
проявления  [4].

Ранние исследования болезней экспансии 
CAG-повторов были сосредоточены на изучении 
вклада полиглутаминового тракта, кодируемого 
триплетами  CAG, в патогенез заболевания  [5]. 
Предполагалось, что полиглутаминовый тракт 
запускает агрегацию белка и последующую ги-
бель клеток  [6]. Однако существуют доказатель-
ства того, что РНК, содержащая CAG-повторы, 
нейротоксична, то есть патологический процесс 
индуцирует непосредственно РНК. Это доказы-
вается теми случаями, когда повторы CAG, даже 
находясь в нетранслируемых регионах, все равно 
приводят к заболеваниям, как в случае атаксии 
типа  12  (SCA12)  [7]. Также примечательно, что 
прерывание CAG-тракта триплетом CAA, также 
кодирующим глутамин, задерживает манифеста-
цию заболевания  [8]. Следовательно, CAG-тракт 
в РНК должен играть первостепенную роль в 
патогенезе заболеваний, связанных с экспан-
сией повторов, хотя полиглутаминовые тракты, 
несомненно, влияют на протекание патогенеза.  

В  результате провели исследования токсичности 
РНК, содержащей повторы CXG. Например, доказа-
тельства патогенности таких РНК уже наблюдали 
у плодовых мушек  [9], Caenorhabditis elegans  [10], 
а также у  мышей  [11].

Редактирование РНК  – это естественный 
процесс ферментативной модификации тран-
скриптов. Этот процесс может привести к пере-
кодированию белка  – несинонимичной замене 
аминокислот в результате редактирования экзо-
нов  [12], к сдвигу рамки считывания за счет по-
явления нового старт-кодона  [13], к изменению 
длины белок-кодирующей области мРНК при об-
разовании новых или модификации старых стоп-
кодонов  [14] и к альтернативному сплайсингу в 
случае дезаминирования аденозина  [15]. У  чело-
века известны только два типа редактирования 
РНК: дезаминирование цитозина и аденозина. 
Последний является преобладающим и приводит 
к замене аденозина на инозин  (A→I). Этот про-
цесс катализируется аденозиндезаминазами, дей-
ствующими на РНК  (ADAR), и происходит только 
в двухцепочечных участках РНК  (дцРНК)  [16,  17]. 
В  результате такого дезаминирования происхо-
дит дестабилизация и расплетение РНК-дуплек-
са, поскольку пара тимидина с инозином менее 
стабильная, чем с аденозином. Стоит отметить, 
что редактирование РНК  – это конститутивный 
процесс посттранскрипционной модификации, 
происходящий в большинстве клеток человека 
и предотвращающий чрезмерное производство 
интерферона типа  I в ответ на присутствие избы-
точного эндогенного количества дцРНК, которое 
имитирует соответствующие вирусные геномы, 
тем самым запуская противовирусный иммун-
ный ответ [18]. Таким образом, активность ADAR1 
предотвращает спонтанную активацию сенсоров 
дцРНК в ответ на эндогенную дцРНК  [19,  20]. 
A→I редактирование РНК в конкретном остатке 
обычно не имеет стопроцентного выхода реак-
ции, поэтому существует доля отредактирован-
ных аденозинов, то есть уровень редактирования. 
Корректное редактирование РНК необходимо для 
обеспечения нормальной жизнедеятельности и 
правильного функционирования нейронов  [21]. 
Так, соотношение перекодированных и исходных 
протеоформ может влиять на дифференциров-
ку клеток и развитие нервной системы  [22,  23]. 
Из этого следует, что изменения профиля редакти-
рования РНК могут быть вовлечены в различные 
заболевания нервной системы. Например, геном-
ные мутации ADAR у человека вызывают синдром 
Айкарди–Гутьереса  – воспалительное заболева-
ние, поражающее мозг и кожу  [24]. Кроме того, 
мутации в домене Zα ADAR вызывают двусторон-
ний некроз полосатого тела  [25]. Помимо этого, 
инозин распознается как гуанозин при трансля-
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ции матричной  РНК. Изоформа ADAR2  (ADARB1), 
как показано, вызывает большую часть таких, 
кодирующих аминокислотные замены, событий 
редактирования. Более 10% замен A→I в РНК при-
водят к перекодированию белка  [26,  27]. Сформу-
лированы гипотезы, что изменения в редактиро-
вании, опосредованном ADAR2, способствовали 
развитию неврологических заболеваний, таких 
как эпилепсия  [28], аффективное расстройство и  
шизофрения  [29]. Кроме того, в гиппокампе па-
циентов с эпилепсией  [30] наблюдались измене-
ния профиля ADAR2-опосредованного редакти- 
рования  РНК.

Молекулярные механизмы, вовлеченные в па-
тогенез болезней экспансии CAG-повторов, пере-
секаются с механизмами, в которых участвует ре-
дактирование  РНК. Например, сенсор дцРНК  PKR 
активируется в клетках, пораженных патологи-
ческим количеством повторов, причем уровень 
активации PKR коррелирует с количеством повто-
ров  [31]. ADAR1, как было упомянуто выше, вовле-
чен в модуляцию этого пути иммунного ответа. 
Кроме того, шпильковые структуры, состоящие из 
повторов  CХG, могут использоваться в качестве 
субстрата для рибонуклеазы  Dicer, что приводит 
к инактивации РНК посредством РНК-индуцируе-
мого комплекса сайленсинга (RISC)  [32]. Мономер 
ADAR1, в свою очередь, образует комплекс с Dicer, 
чтобы направить его к дцРНК и тем самым уси-
лить выключение генов [33]. Более того, достаточ-
но длинные повторы CХG образуют шпильку двух-
цепочечной РНК, а также Z-структуры в  ДНК  [34]. 
Таким образом, РНК-связывающие белки  (RBP) 
могут участвовать в патогенезе болезней экспан-
сии повторов путем секвестрации на дцРНК, об-
разуемой повторами  [35]. Ферменты ADAR, в свою 
очередь, имеют домен связывания дцРНК  (RBD), 
а ADAR1  p150 имеет также домен связывания 
Z-ДНК, так что эти ферменты потенциально могут 
связываться со шпильками, состоящими из повто-
ров  CХG. Например, повторы GGGGCC ассоцииро-
ваны с патогенезом бокового амиотрофического 
склероза  (БАС). Недавно было продемонстриро-
вано, что РНК, содержащая повторы  GGGGCC, 
может секвестировать ADAR3 (ген  ADARB2). При 
этом нокдаун гена  ADARB2 значительно снижал 
количество нейронов с ядерными включения-
ми  РНК, образующимися при дифференцировке 
нейронов из плюрипотентных стволовых кле-
ток, полученных от пациентов с  БАС  [36]. Кроме 
того, в этой же работе исследователи отметили 
чувствительность нейронов, экспрессирующих 
патологическое количество повторов  GGGGCC, к 
глутамат-опосредованной эксайтотоксичности. 
Это согласуется с предыдущими исследованиями 
относительно эксайтотоксических эффектов, воз-
никающих в результате недостаточного редакти-

рования РНК субъединицы глутаматного рецепто-
ра GluR2  (GRIA2)  [37,  38]. В  другом исследовании 
продемонстрировали изменения редактирова-
ния РНК, вызванные аберрантной локализацией 
ADAR2 в цитоплазме клеток, экспрессирующих 
патологическое количество GGGGCC-повторов [39]. 
Помимо этого, триплеты CAG представляют со-
бой один из самых предпочтительных субстра-
тов ферментов ADAR  [40]. Шпильки РНК длиной 
15  спаренных нуклеотидов достаточно для ADAR-
опосредованного редактирования, а длина этой 
шпильки коррелирует с уровнем редактирова-
ния  [41]. Таким образом, дополнительные остат-
ки аденозина в двухцепочечных участках РНК, 
образованных вследствие экспансии повторов, 
могут служить дополнительным субстратом для 
конститутивной формы ADAR1  (ADAR1  p110) в 
ядре, а также для интерферон-индуцируемой 
изоформы ADAR1  p150 и  ADAR2 в цитоплазме. 
Интересно, что аномальное функционирование 
ADAR в контексте обратной транскрипции уже 
было предложено в качестве механизма, участ-
вующего в патогенезе экспансии повторов в ней- 
ронах  [42].

Принимая во внимание все вышесказанное, 
можно предположить, что нарушение редакти-
рования РНК может быть вовлечено в патогенез 
заболеваний, связанных с экспансией CAG-повто-
ров. В  этом исследовании мы провели таргетный 
анализ дифференциального A→I редактирования 
в выбранных участках различных РНК с исполь-
зованием клеточных моделей болезней экспан-
сии CAG-повторов на примере индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток  (ИПСК), по-
лученных от пациентов, страдающих болезнью 
Гентингтона или атаксией типа  17, и органоидов 
среднего мозга, дифференцированных из  ИПСК. 
Целью этого анализа было сравнение уровня ре-
дактирования в патологических и нормальных 
клеточных моделях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные линии. Перечень использован-
ных линий ИПСК и соответствующих заболева-
ний с указанием количества CAG-повторов пред-
ставлен в табл.  П1 в  Приложении.

В работе по получению нейрональных пред-
шественников и органоидов среднего мозга ис-
пользовались линии ИПСК, полученные репрог
раммированием фибробластов кожи пациентов 
со спиноцеребеллярной атаксией типа  17 (линии 
SCA17.9L и  SCA17S5S, SCA17.4sev и  SCA17.8sev) 
и с болезнью Гентингтона (линии HD76.1S, 
HD42.1.2, HD46.5S). Данные клеточные линии 
были охарактеризованы согласно протоколам,  



РЕДАКТИРОВАНИЕ РНК ПРИ ЭКСПАНСИИ CAG-ПОВТОРОВ 1415

БИОХИМИЯ том 89 вып. 8 2024

изложенным ранее  [43]. В  качестве контроля ис-
пользовали линии ИПСК, RG4S, FF1S и Huv4S5, 
полученные репрограммированием из фибробла-
стов здоровых доноров без избыточного числа 
CAG-повторов  [44].

Дифференцировку ИПСК в органоиды сред-
него мозга проводили с использованием метода, 
описанного Eremeev  et  al.  [45].

Иммунофлуоресцентное окрашивание. 
Для иммунофлуоресцентного окрашивания орга-
ноиды промывали 1×  фосфатно-солевым буфе-
ром  (PBS), фиксировали 30  мин при комнатной 
температуре в 4%-ном параформальдегиде в  PBS, 
затем заливали жидкостью для заморозки ткани 
(«Leica», Германия), замораживали в парах жид-
кого азота в течение 5  мин, после чего делали 
срезы толщиной 5–10  мкм на криотоме Thermo 
(«Thermo Fisher Scientific», США). Срезы фиксиро
вали на предметном стекле охлажденным  
до  –20  °С ацетоном в течение 5  мин, промывали 
дважды по 5  мин PBS. Инкубировали в блокирую-
щем буфере с первичными антителами на ней-
рональные маркеры  MAP2 («ELK Biotechnology», 
США) и GFAP («Dako», Дания) в течение ночи во 
влажной камере при 4  °С. Первичные антитела 
наносили в разведениях, рекомендованных произ-
водителем, в PBS с  0,1%  (v/v) Tween  20, содержав-
шем 5%  эмбриональной бычьей сыворотки (fetal 
bovine serum, FBS) и 2%  сыворотки козы, инкуби-
ровали в течение 1  ч при комнатной температуре, 
затем отмывали 3  раза по 5  мин в PBS с 0,1% (v/v) 
Tween  20. Вторичные антитела («Invitrogen», США), 
конъюгированные с флуоресцентными метками 
(Alexa  488, Alexa  555), наносили в разведениях, 
рекомендованных производителем, инкубиро-
вали 30  мин при комнатной температуре в тем-
ноте, отмывали 3  раза по 5  мин в PBS с 0,1%  (v/v) 
Tween  20. Затем препараты инкубировали в тече-
ние 10  мин с 4′,6-диамино-2-фенилиндол дигидро-
хлоридом (DAPI) в концентрации 0,1  мкг/мл в PBS 
для визуализации ядер; отмывали 2  раза  PBS. По-
лученные препараты исследовали под флуорес-
центным микроскопом Olympus  IX53 («Olympus»,   
Япония).

Сайты редактирования РНК для таргетной 
оценки. Основываясь на работах по протеогеном-
ному поиску перекодируемых пептидов  [46,  47], 
мы выбрали общие для человека и мыши сайты 
редактирования РНК, которые наблюдались как в 
транскриптомных, так и в протеомных наборах 
данных. Кроме того, мы добавили в наш список 
заслуживающие внимания сайты РНК, подвер-
гающиеся редактированию в клеточных линиях 
глиобластомы  [48]. К  ним относятся сайты редак-
тирования генов HTR2C, PWAR5, BLCAP и ZNF669. 
Все выбранные сайты представлены в табл.  П2А 
в  Приложении.

Дизайн праймеров. Праймеры для секве-
нирования РНК были разработаны, используя 
следующие параметры: длина праймера  – 15–
25  нуклеотидов; GC-состав  – 40–75%; температура 
плавления  – 58–65  °C. Размер ампликона должен 
быть в диапазоне 260–450  п.н., а сайт редактиро
вания должен быть расположен в диапазоне 
70–115  п.н. от конца ампликона. Праймеры для 
количественной ПЦР  (кПЦР) были разработаны, 
используя следующие параметры: длина ампли-
кона  – 50–200  п.н.; длина праймеров  – 15–20  нук-
леотидов; температура плавления  – 62  °C. Все 
праймеры были разработаны с использованием 
Primer-BLAST  [49] и последовательности компле-
ментарной ДНК  (кДНК) из базы данных эталон-
ных последовательностей NCBI [50]. Каждую скон-
струированную пару праймеров тестировали на 
неспецифическую амплификацию с использо-
ванием Primer-BLAST. Было подтверждено, что 
каждая пара соответствует одному ампликону 
ПЦР с известной ожидаемой длиной в заплани-
рованных условиях постановки ПЦР. Отсутствие 
образования шпилечных структур и димеров у 
подобранных праймеров проверяли с помощью 
OligoAnalyzer  [51]. Пары праймеров для таргет-
ного секвенирования РНК и кПЦР представлены 
в табл. П2А и П3А соответственно в Приложении. 
Синтез праймеров проведен компанией «Евро-
ген»  (Россия).

Пробоподготовка РНК. Выделение РНК про-
водили с помощью набора RNeasy plus mini kit 
(«QIAGEN», Германия), согласно протоколу произ
водителя. Целостность выделенной РНК прове-
ряли электрофорезом в 1,5%-ном агарозном геле. 
Концентрацию тотальной РНК определяли на 
флуориметре Qubit  4 («Thermo Fisher Scientific») 
с использованием набора Qubit  RNA  BR Assay Kit  
(«Thermo Fisher Scientific»). Выделенную РНК в 
количестве 5–10  мкг очищали от примесей ге-
номной ДНК с помощью набора TURBO DNA-free 
Kit («Thermo Fisher Scientific»), после чего снова 
измеряли концентрацию. кДНК синтезировали 
из  1  мкг очищенной РНК с использованием на
бора MINT Universal kit («Евроген»). Обратная 
транскрипция осуществлялась по протоколу 
производителя с использованием термоциклера 
MiniAmp Plus («Thermo Fisher Scientific»). Получен-
ную кДНК разводили в 10 раз и использовали для 
определения уровня редактирования РНК и кПЦР.

Количественная ПЦР. Экспрессию генов опре-
деляли методом кПЦР на приборе CFX96  Touch 
Real-Time PCR Detection System («Bio-Rad», США) в 
96-луночных планшетах («Bio-Rad»). Реакции ста-
вили с использованием коммерческого набора для 
ПЦР в реальном времени qPCRmix-HS SYBR («Евро-
ген») в соответствии с протоколом производите-
ля, финальный объем реакции составлял 25  мкл. 



КУДРЯВСКИЙ и др.1416

БИОХИМИЯ том 89 вып. 8 2024

ПЦР проводили в трех технических повторах при 
следующих условиях: 95  °С  –  3  мин; 94  °С  –  15  с,  
61  °С  –  10  с, 72  °С  –  15  с, 39  циклов. Проводили нор- 
мализацию средним геометрическим по двум 
генам (TBP и  ACTB), поскольку такой метод был 
показан как более стабильный при оценке изме-
нений экспрессии при дифференцировке нейро-
нов, чем использование одного гена.

Таргетная амплификация РНК. Амплифика-
цию регионов, содержащих сайты редактирова-
ния, проводили на ПЦР-системе ProFlex  3 × 32-well 
(«Thermo Fisher Scientific») с использованием ПЦР-
набора Tersus Plus («Евроген»). Реакционную смесь 
готовили в соответствии с протоколом производи-
теля до финального объема 15  мкл. Для каждого 
фрагмента эмпирически подбирались оптималь-
ные условия ПЦР, позволяющие повысить выход 
целевых ПЦР-фрагментов и избежать образования 
неспецифического продукта в реакциях. Все реак-
ции амплифицировали в следующих условиях,  
если не указано иное: 95  °С  –  2  мин; 95  °С  –  30  с, 
Х  °С  –  30  с, 72  °С  –  30  с, 39  циклов, где X  – темпе-
ратура отжига, специфичная для каждой отдель-
ной пары праймеров. Условия для каждой пары 
праймеров представлены в табл.  П2А в  Приложе-
нии. Полученные ампликоны разделяли, визуа-
лизировали и анализировали электрофорезом в 
2%-ном агарозном геле. Состав геля: агароза  – 2%, 
1×  Tris-ацетатный  (ТАЕ) буфер («Литех», Россия), 
ДНК-маркер  1кб («Евроген»), бромистый этидий 
10  мг/мл («Геликон», Россия). Образцы загружали 
в лунки геля с помощью загрузочного буфера  
4×  Gel Loading Dye, Blue («Евроген»). Электрофорез 
проводили в 1×  ТАЕ-буфере при напряжении 180  В 
в течение часа с использованием источника пи-
тания «Эльф-8» («ДНК-технология», Россия). Когда 
амплификация приводила к появлению неспеци-
фических продуктов, требовалась гель-экстрак-
ция (табл.  П2А в  Приложении). Множественные 
ампликоны разделяли в 1,5%-ном агарозном геле, 
вырезали и очищали с помощью коммерческого 
набора Cleanup S-Cap («Евроген») в соответствии 
с протоколом производителя. Целевые продукты 
ПЦР вырезали с помощью скальпеля и пинцета. 
Для элюирования образцов из колонки исполь-
зовали 20  мкл элюирующего раствора с целью 
получения растворов с высокой концентрацией 
ампликонов.

Подготовка библиотек. Ампликоны для каж-
дого образца смешивали в эквимолярной концен-
трации, а затем присваивали уникальный индекс 
для идентификации. Для этого концентрацию 
каждого амплификата измеряли на флуориметре 
Qubit Flex («Thermo Fisher Scientific») с использова-
нием набора QubitTM dsDNA BR Assay Kit («Thermo 
Fisher Scientific»). Смеси ампликонов очищали с 
использованием набора Agencourt AMPure  XP 

(«Beckman Coulter  Inc.», США) по стандартному 
протоколу. Очищенную кДНК использовали для 
создания библиотек с использованием набора для 
подготовки библиотеки ДНК NEBNext® Ultra II for 
Illumina («Illumina», США) в соответствии с прото-
колом производителя. Концентрацию ДНК в биб-
лиотеках определяли с помощью флуориметра 
Qubit  2.0 («Invitrogen») с использованием набора 
Quant-iT dsDNA  HS Assay Kit («Invitrogen»), соглас-
но рекомендациям производителя. Качество при-
готовленных библиотек оценивали с помощью 
микрофлюидного анализатора BioAnalyzer  2100 
(«Agilent», США) с использованием набора Agilent 
DNA High Sensitivity Kit («Agilent»), согласно ин-
струкции производителя.

Секвенирование РНК. Библиотеки смешива-
ли в эквимолярных соотношениях для приготов-
ления 4  нМ раствора библиотеки. Для секвениро-
вания полученной библиотеки, разбавленной до 
10  пМ, использовали набор MiSeq Nano Reagent 
Kit  v2 (500  циклов) («Illumina») в соответствии с 
протоколом производителя. Секвенирование про-
водили на платформе MiSeq («Illumina») с исполь-
зованием набора парных прочтений 2 × 250  п.н. 
с  добавлением 20%  PhiX в качестве контроля.

Анализ дифференциального редактиро-
вания РНК. Качество необработанных данных 
секвенирования оценивалось с помощью 
fastQC  (версия  0.11.8) (https://www.bioinformatics.
babraham.ac.uk/projects/fastqc/) с последующим 
препроцессингом с помощью fastp  (версия  0.22.0) 
[52]. Затем чтения были выровнены на рефе-
ренсный геном человека GRCh38.p14 с помощью 
STAR (версия  2.7.10b)  [53], используя параметры 
по умолчанию, и отфильтрованы с помощью 
samtools  [54]. Далее, используя сгенерированные 
bam-файлы, детектировали сайты редактирова-
ния РНК, используя REDItools  [55]. Выходные дан-
ные REDItools были отфильтрованы следующим 
образом: эталонный аллель  – A  (T); альтерна-
тивный аллель  – G  (C); сайт представлен в базе 
данных REDIportal  [56]; генерируемое REDItools 
p-value ниже  0,05; уровень редактирования сай-
та  – более  0,01%. Кроме того, каждый сайт редак-
тирования РНК должен быть представлен в не 
менее чем двух образцах каждой группы (HD, 
SCA17, контроль), иначе он исключался из ана-
лиза. Анализ дифференциального редактирова-
ния между ИПСК и органоидами мозга проводили 
с использованием парного критерия Уилкоксона. 
Для сравнения редактирования РНК между пато-
логиями и контролем использовали REDIT LLR  – 
основанный на бета-биномиальных моделях 
инструмент для анализа дифференциального ре-
дактирования РНК [57]. Последующий анализ про-
водился с использованием языка программиро- 
вания  R  4.2.2.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Таргетная панель для анализа выбранных 
участков A→I редактирования РНК. ИПСК полу-
чали из фибробластов, взятых от 3-х здоровых 
доноров, 3-х пациентов с болезнью Гентингтона 
(HD) с различной длиной CAG-повторов (42,  46 
и  76) в гене HTT и 2-х пациентов со спиноцере-
беллярной атаксией типа  17 (SCA17), содержащих 
45 повторов CAG в гене TBP. Среди последних один 
пробанд (женщина) содержал 45  CAG-повторов 
в гене TBP, однако не имел клинических симп
томов заболевания. Затем полученные ИПСК 
дифференцировали в органоиды среднего мозга, 
согласно методике, описанной Eremeev  et  al.  [45]. 
Полученные органоиды характеризовали, исполь-
зуя фазово-контрастную микроскопию и иммуно-
флуоресцентное окрашивание на нейрональные 
маркеры MAP2 и GFAP. Все органоиды экспресси-
ровали исследуемые маркеры  (рис.  1).

Для проведения таргетного анализа редак-
тирования РНК выбрали сайты редактирования 
РНК, которые были идентифицированы нами 
ранее как в транскриптоме, так и в протеоме че- 
ловека и мыши  [46,  47], а также в клеточных 
линиях глиобластомы  [48]. Кодирующие амино-
кислотные замены сайты, обнаруженные при 
анализе протеома, располагались внутри мРНК 
следующих генов: CADPS, COPA, CYFIP2, FLNA, 

FLAB, GRIA2, GRIA3, GRIA4 и IGFBP7. Дополнитель-
но в исследование включали сайты редактирова-
ния РНК генов HTR2C, BLCAP, EEF1AKMT2, FLNB, 
CCNI, SRP9, TROAP, ZNF669, а также длинной неко-
дирующей РНК (днРНК) PWAR5 (все отобранные 
сайты представлены в табл.  П2А в  Приложении).

Таким образом, мы провели таргетное секве-
нирование РНК 23  ампликонов, полученных из 
ИПСК и органоидов среднего мозга, чтобы полу-
чить данные с высоким покрытием для каждого 
выбранного сайта редактирования РНК. При сек-
венировании всего транскриптома дифференци-
альная экспрессия транскриптов приводит к не-
равномерному покрытию сайтов редактирования, 
что влияет на обнаружение и статистический 
анализ событий редактирования  [58]. При этом 
профили редактирования не зависят от количе-
ства циклов амплификации в диапазоне от  19 до 
34  циклов  [59]. Другими словами, таргетное сек-
венирование РНК увеличивает покрытие участка 
считываниями и повышает достоверность ана-
лиза уровня редактирования  РНК.

В итоге покрытие РНК интересующих нас 
участков составляло до 16  000 прочтений, а в сред-
нем  – 3508 (табл.  П4А–П4В в  Приложении). В  ре-
зультате фильтрации из 23  изначально выбран- 
ных сайтов 3  были исключены из анализа, по-
скольку их прочтения не были представлены во 
всех группах выборки (табл.  П2А в  Приложении).  

Рис. 1. Характеристики органоидов среднего мозга. а – Микрофотографии органоидов мозга с зонами морфо-
генеза после культивирования в среде для дифференцировки в миниреакторах в течение 45  дней; фазово-
контрастная микроскопия (увеличение – 200×). б  – Иммунофлуоресцентное окрашивание срезов органоидов 
мозга, полученных из дифференцированных производных различных линий ИПСК. Окраска антителами 
на MAP  (зеленый); окраска антителами GFAP  (красный). Ядра клеток окрашены DAPI (синий); увеличе- 
ние  – 1000×. SCA17.9L  – клеточная линия, содержащая 45  CAG-повторов в  TBP; HD76.1S  – клеточная линия, 
содержащая 76  CAG-повторов в  HTT; RG4S  – контрольная клеточная линия
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Рис. 2. Анализ дифференциальной экспрессии связанных с системой ADAR генов при сравнении ИПСК и ор-
ганоидов среднего мозга. ΔCt – разница между пороговым циклом исследуемого гена и средним геометриче-
ским пороговых циклов ACTB и TBP; ИФН  – интерферон; *  p-value  <  0,05; **  p-value  <  0,01; ns  –  p-value  >  0,05. 
Более подробно данные представлены в табл.  П3Б в  Приложении

Помимо этих сайтов, в данных также обнаружили 
дополнительные 44  сайта редактирования, отве-
чавшие использованным критериям фильтра-
ции. Таким образом, после отбора анализировали 
55 сайтов редактирования для ИПСК и 57 сайтов – 
для органоидов среднего мозга, при этом 48  сай-
тов были общими для обеих групп. Исследуемые 
сайты включали позиции РНК, редактируемые 
как отдельно ферментами ADAR1 или ADAR2, так 
и обоими совместно (табл.  П2Б в  Приложении). 
Для ряда тестируемых сайтов на данный момент 
не известны изоформы  ADAR, которые их редак-
тируют. Однако эти сайты расположены в Alu-
повторах, из чего можно предположить, что их 
редактирует ADAR1  [27].

Изменение экспрессии генов, кодирующих 
ферменты и регуляторы A→I редактирования 
РНК, и сопутствующий рост уровня редактиро-
вания при дифференцировке индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток в органои-
ды мозга. Дифференцировка ИПСК с образовани-
ем органоидов мозга моделирует процесс образо-
вания нервной ткани у эмбриона. В соответствии 
с этим следовало ожидать усиления A→I редак-
тирования РНК за счет изоформы ADAR2 (ген 
ADARB1)  [27]. Для интерпретации изменений в 
редактировании РНК, наблюдаемых посредством 
таргетной панели, оценивали экспрессию не-
скольких генов, имеющих прямое отношение к 
A→I редактированию, в рассматриваемых состоя-
ниях клеточных культур. Изменения в генной 
экспрессии оценивали во всех 10  обследуемых 
культурах независимо от патологии или ее от

сутствия, поскольку все они претерпевали диф-
ференцировку на морфологическом уровне.

Так, с дифференцировкой значительно возра-
стала экспрессия генов ADARB1 (фермент ADAR2) 
и ADARB2 (неактивная каталитически изоформа 
ADAR3), что согласуется с представлениями о том, 
что экспрессия этих генов повышена в нейрональ-
ных тканях  (рис.  2). Также наблюдали снижение 
экспрессии генов AIMP2 и SRSF9, которые описа-
ны как негативные регуляторы редактирования 
РНК  [27,  60]. Предполагается, что продукт AIMP2 
снижает редактирование обоих ферментов ADAR, 
в то время как SRSF9 подавляет ADAR2-опосре-
дованное редактирование. Оценивали представ-
ленность мРНК гена ADAR, кодирующей как все 
изоформы (общий уровень), так и интерферон-ин-
дуцируемые изоформы. Как и ожидалось, количе-
ство мРНК ADAR (фермент ADAR1) оставалось на 
одном и том же уровне как в стволовых клетках, 
так и в органоидах (рис.  2; табл.  П3Б  в  Приложе-
нии).

Затем сравнивали уровни редактирования 
каждого из исследованных сайтов РНК между 
ИПСК и органоидами мозга для всех 10  образ-
цов безотносительно патологии для независи-
мой оценки влияния дифференцировки (табл.  П5 
в  Приложении). В  соответствии с наблюдаемым 
увеличением экспрессии ADARB1 и сниженной 
экпрессией AIMP2 и SRSF9 следовало ожидать 
повышение уровня редактирования сайтов, ре-
дактируемых ADAR2. Участки, редактируемые 
ADAR1, должны были оставаться на неизмен-
ном уровне редактирования. Большинство диф- 
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Рис. 3. Изменение уровня редактирования РНК после дифференцировки ИПСК в органоиды среднего мозга. 
а  – Вулканная диаграмма анализа дифференциального редактирования между ИПСК и органоидами мозга; 
б – значимых изменений нет: сайты, предположительно, редактируемые ADAR1; в – рост на граничном уров-
не значимости: сайты, предположительно, редактируемые обоими ферментами ADAR; г  – значимый рост: 
сайты-субстраты ADAR2, подтвержденные по независимым данным

ференциально редактируемых сайтов (с уров-
нем значимости  <  0,05 по критерию Уилкоксона), 
по литературным данным, относилось к суб-
стратам ADAR2  (рис.  3,  а). Например, увеличива-
лось редактирование хорошо известных сайтов 
редактирования ADAR2 в составе мРНК каль-
ций-зависимого активатора секреции  2 (CADPS) 
и взаимодействующего с FMR1 цитоплазматиче-
ского белка  2  (CYFIP2)  (рис.  3,  б). Также наблю-
дали увеличение редактирования сайтов мРНК 
BLCAP, которые, по разным данным, редактиру-

ются обоими ферментами ADAR (подробную ин-
формацию по отдельным участкам см.  в  табл.  5  
в  Приложении).

Исследование дифференциального редактиро-
вания в модели дифференцировки ИПСК с обра-
зованием органоидов мозга может с некоторой 
долей уверенности определить, каким фермен-
том из двух активных изоформ редактируются 
те или иные сайты. Участки с выраженным 
повышением уровня редактирования (p  <  0,05) 
представляют собой субстраты ADAR2  (рис.  3,  б),  
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Рис. 4. Обзорный анализ редактирования РНК в исследованных образцах ИПСК и дифференцирован-
ных из них органоидах среднего мозга. а  – Распределение сайтов, редактируемых разными ферментами 
ADAR (подробнее см.  в табл.  П2Б в  Приложении); ADAR1*  – сайты РНК в Alu- и SINE-повторах, предполо-
жительно, редактируемые ферментом ADAR1; б  – анализ главных компонент, интегрирующий перемен-
ные  – уровни редактирования исследуемых сайтов в патологии и контроле. Все образцы были разделены 
на две отдельные группы, включающие ИПСК и органоиды среднего мозга. Две культуры органоидов HD, 
содержащие 42 и 76  CAG-повторов, представляли собой выбросы; в  и  г  – коробчатые диаграммы уровней 
редактирования РНК с включением HD76 в группу  HD и с обособлением этого образца. ИПСК  – индуци-
рованные плюрипотентные стволовые клетки; HD  – болезнь Гентингтона; SCA17  – атаксия типа  17; HD76  – 
болезнь Гентингтона с 76  CAG-повторами в гене HTT; *  p-value  <  0,05; **  p-value  <  0,01; ***  p-value  <  0,001;  
****  p-value  <  0,0001

тогда как участки с тенденцией к повышению 
этого уровня (с уровнями значимости чуть ниже 
граничного значения), вероятно, редактируются 
одновременно двумя ферментами  (рис.  3,  в). Ста-
бильно редактируемые сайты относятся к субстра-
там первой изоформы  (рис.  3,  г). Примечательно, 
что включенные в исследование РНК с Alu- и SINE-
повторами, например днРНК PWAR5 и TROAP-AS1, 
в основном аннотированы нами как субстраты 

ADAR1. В  литературе описано, что повторы тако-
го типа с протяженными участками дцРНК как  
раз редактируются именно этой изоформой [17].

Таким образом, дифференцировка стволо-
вых клеток в органоиды мозга предоставляла 
интересный альтернативный способ аннотации 
субстратов ADAR1 и ADAR2 в дополнение к экс-
периментам с нокаутами и нокдаунами соответ-
ствующих генов, что при расширении исследования  
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в масштабах транскриптома может использовать-
ся в дальнейших работах.

A→I редактирование РНК в органоидах сред-
него мозга, полученных от пациентов, страда-
ющих болезнями экспансии тринуклеотидных 
повторов. Анализ данных обеспечил разделение 
ИПСК и органоидов среднего мозга на основе 
их профилей редактирования РНК, включаю-
щих уровни редактирования всех сайтов, среди 
которых были субстраты ADAR1, ADAR2 и обоих 
ферментов (рис.  4,  а  и  б; рис.  П1 в  Приложении). 
Метод главных компонент  (PCA) более или менее 
четко разграничил ИПСК и органоиды на две от-
дельные группы. Исключением стали два образца 
мозговых органоидов, полученных из ИПСК па-
циентов с болезнью Гентингтона. Один образец, 
содержащий 76  CAG-повторов в гене HTT (HD76), 
оказался в стороне среди всех остальных, тогда 
как другой образец, содержащий 42  CAG-повтора 
в гене HTT (HD42), демонстрировал большее сход-
ство с группой из ИПСК. Следует предполагать, 
что последний образец органоидов характеризо-
вался неполной дифференцировкой и сохранял 
ряд черт ИПСК, из которых он происходил.

Mehta  et  al.  [61] ранее сообщали об измене-
ниях в транскриптомах и морфологических осо-
бенностях нейронов коры головного мозга, полу-
ченных из ИПСК пациентов с  HD. В  соответствии 
с этим мы наблюдали более низкий уровень 
редактирования РНК, выраженный в виде медиа-
ны редактирования всех исследованных сайтов,  
и более узкие межквартильные интервалы в ИПСК 
и органоидах, полученных от пациентов с  HD 
и  SCA17, по сравнению с контролем  (рис.  4,  в). 
Редактирование РНК органоидов среднего мозга 
у пациентов с  HD значительно отличалось от та-
кового у пациентов с  SCA17 и здоровых доноров 
(критерий Манна–Уитни, p  <  0,05).

Данные также проанализировали, вынеся в 
отдельную группу образец органоидов среднего 
мозга, содержащий 76  CAG-повторов в гене HTT. 
Редактирование РНК HD76 значительно отлича
лось от органоидов среднего мозга, полученных 
от здоровых доноров, пациентов с SCA17 и осталь-
ных пациентов с HD (рис.  4,  г; U-критерий Манна–
Уитни; значение  p  <  0,05). Образец с такой зна-
чительной экспансией повторов выделялся не 
только по уровню редактирования РНК. Анализ 
экспрессии генов, связанных с системой фер-
ментов ADAR, выявил, в частности, более чем 
1000-кратное увеличение экспрессии протеинки-
назы  R  (PKR) в образце органоидов HD76 по срав-
нению с соответствующими ИПСК. Другие образ-
цы не характеризовались такими существенными 
отличиями в экспрессии каких-либо генов из про-
анализированного списка  (табл.  П3В в  Приложе-
нии). Этот результат согласуется с предыдущими 

исследованиями, которые выявили наличие вос-
паления и высокую экспрессию PKR при CAG-за-
болеваниях и заболеваниях, связанных с экспан-
сией повторов CUG  [62]. Кроме того, PKR может 
связываться с CAG-трактом, и эта способность ста-
новится более выраженной по мере увеличения 
длины тракта [31]. Примечательно, что аномалии 
альтернативного сплайсинга были обнаружены в 
клетках, содержащих 69 и 74  повтора CAG в ген-
тингтине, но отсутствовали в образцах с 44–46 
такими повторами  [63]. Нарушения сплайсинга, 
в свою очередь, могут напрямую вызывать акти-
вацию PKR за счет участков дцРНК, образующихся 
за счет удержанных интронов  [64]. Помимо  PKR, 
в образце HD76 также наблюдали 72-кратное уве-
личение экспрессии гена ADARB1, кодирующего 
изоформу ADAR2. В свете высказанной гипотезы о 
влиянии дополнительных повторов на активность 
ADAR это увеличение может иметь компенсатор-
ный характер, поскольку нормальное количество 
фермента ингибировано избытком двухцепочеч-
ной РНК в транскриптах гентингтина.

В совокупности эти данные подтверждают 
представление о том, что после дифференцировки 
ИСПК в органоиды мозга значимо меняется про-
филь редактирования РНК  [65]. Также отметим 
значительное снижение уровня редактирования 
РНК в органоидах среднего мозга от пациента с 
76  CAG-повторами в гене  HTT.

Длинная некодирующая РНК PWAR5 обога-
щена сайтами, редактирование которых сни-
жено в патологии. После анализа изменений 
редактирования РНК, сопровождающих диффе-
ренцировку ИПСК в органоиды среднего мозга, 
идентифицировали дифференциально редакти-
руемые сайты РНК между клетками, несущими 
нормальное количество CAG-повторов, и клет-
ками с патологическим количеством повторов. 
Сайты РНК проверяли на дифференциальное 
редактирование попарно для каждого заболева-
ния, отдельно в ИПСК и в органоидах мозга, с 
использованием функции REDIT  LLR  [57]. В  ИПСК 
не наблюдали дифференциально редактируемых 
сайтов ни в одной из групп  (табл.  1; подробнее  – 
рис.  П2 и табл.  П6А–П6В в  Приложении). Напро-
тив, мы наблюдали, что органоиды среднего 
мозга HD76 в соответствии с указанными выше 
результатами оказались обогащены дифферен-
циально отредактированными сайтами  (табл.  1; 
рис. 5; подробнее – табл. П6Г–П6Е в Приложении). 
Мы обнаружили 25, 28 и 16  дифференциально 
редактируемых сайтов, когда сравнивали орга-
ноиды среднего мозга HD76 с контролем, SCA17 
и другими образцами HD соответственно. Кроме 
того, мы обнаружили по 5  дифференциально ре-
дактируемых сайтов при сравнении органоидов, 
содержащих менее 47  CAG-повторов в гене HTT,  
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Таблица 1. Число дифференциально редактируемых 
сайтов РНК в группах патологии в исследованных 
генах

Гены
Органоиды среднего мозга

HD76/ 
контроль

HD76/ 
SCA17

HD76/ 
HD

HD/ 
контроль

HD/ 
SCA17

BLCAP 3 3 3 0 0

FLNB 1 1 0 0 0

GRIA2 0 0 1 0 1

GRIA3 0 1 1 0 0

PWAR5 19 20 9 5 4

ZNF669 2 3 2 0 0

Всего 25 28 16 5 9

с контролем и SCA17  (табл. 1; подробнее – рис. П3 
и табл.  П6Ж–П6З в  Приложении). В  то же время 
редактирование РНК в органоидах пациентов 
с атаксией типа  17 не отличалось от контроля 
(рис.  П3В и табл.  П6И в  Приложении). Важно 
отметить, что редактирование РНК большинства 
дифференциально редактируемых сайтов в пато-
логии было снижено.

Большинство дифференциально редактируе-
мых сайтов были расположены в некодирующих 
областях  (рис.  П4А в  Приложении), а длинная не-
кодирующая РНК (днРНК) PWAR5 была обогащена 
сайтами со значительно пониженным редакти-
рованием  (рис.  П4Б). PWAR5 представляет собой 
днРНК, связанную с тяжелым воспалительным 
синдромом Прадера–Вилли и Ангельмана. Эта РНК 
располагается в гене SNHG14, который содержит 
более 1000  сайтов A→I редактирования  [66]. Ген 
SNHG14 содержит кластеры малых ядрышковых 
РНК бокса C/D (snoRNA) и перекрывается с несколь-
кими днРНК, ассоциированными c синдромом 
Прадера–Вилли и Ангельмана (PWAR)  [67]. Более 
того, повышенная экспрессия этого гена связана 
с болезнью Паркинсона  [68], и высокая плотность 
сайтов редактирования была зарегистрирована 
для SNHG14 при шизофрении  [69]. Другой ген, рас-
положенный в этой области, SNORD115, связан с 
синдромом Прадера–Вилли и Ангельмана и, как 
было показано, уменьшает редактирование, опо-
средованное ADAR2  [70], в частности, в сайтах 
глутаматного рецептора GRIA2  – канонической 
мишени этой изоформы фермента.

В соответствии с уже описанными свойства-
ми образца  HD76 его органоиды демонстрирова-
ли значительное снижение редактирования РНК. 
Более того, большинство сайтов PWAR5 в  этих  

органоидах среднего мозга не редактировалось 
(рис.  6). В  то же время эта тенденция не наблю-
далась в соответствующих ИПСК (рис. 4, г; рис. 6). 
Сниженное редактирование РНК в наших экспе-
риментах нельзя объяснить дифференциальной 
экспрессией ферментов  ADAR, поскольку мы не 
наблюдали каких-либо различий в экспрессиях 
ADAR1, ADAR2 и ADAR3, а также SRSF9 и AIMP2 
между патологиями (табл.  П3В  в  Приложении).

Помимо днРНК PWAR5, несколько дифферен
циально редактируемых сайтов находились в 
мРНК генов BLCAP и ZNF669  (рис.  П4Б в  При-
ложении). Известно, что мРНК BLCAP является 
мишенью как для ADAR1, так и для ADAR2  [71]. 
До  настоящего времени не было известно, суб-
стратом какого фермента служат мРНК  ZNF669 
и  днРНК PWAR5. По  нашим предположениям,  

Рис. 5. Вулканные диаграммы анализа дифференци-
ального редактирования органоидов среднего моз-
га, содержащих 76  повторов CAG в гене HTT  (HD76). 
Сравнение органоидов HD76 с органоидами от здо-
ровых доноров  (а), от пациентов с  SCA17  (б) и с 
другими двумя случаями болезни Гентингтона. 
Синими точками отмечены сайты со значимыми 
(скорректированное p-value  <  0,05) изменениями 
уровня редактирования. Ось  X представляет разни-
цу в уровне редактирования РНК  (%); ось  Y отража
ет log10p-value  (скорректированное)
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Рис. 6. Уровни редактирования сайтов длинной некодирующей РНК PWAR5; HD  – болезнь Гентингтона; 
SCA17  – атаксия типа  17; HD76  – болезнь Гентингтона с 76  CAG-повторами в гене  HTT; ****  p-value  <  0,0001

некоторые участки на этих РНК могут редактиро-
ваться обеими изоформами, а некоторые – только 
ADAR1  (табл.  П5 в  Приложении). Из  этих данных 
можно предполагать, что избыточные CAG-повто-
ры в образце HD76 способны снижать активность 
обеих изоформ  ADAR.

Редактирование сайта мРНК GRIA2, кодирую
щее аминокислотную замену Q607R, превыша
ло  95% практически во всех выборках, что со- 
гласуется с предыдущими данными о редактиро-
вании этого канонического участка  [72]. Однако 
небольшое снижение редактирования этого сайта 
опять же наблюдали в органоидах HD76  (92,7%). 
Подобное снижение редактирования этого сайта 
ранее описано в полосатом теле и префронталь-
ной коре пациентов с HD, а также в префронталь-
ной коре пациентов с болезнью Альцгеймера [73], 
в мотонейронах при боковом амиотрофическом 
склерозе  [74]. Понижение уровня регуляции этого 
сайта редактирования GRIA2 приводит к эксайто-
токсичности, опосредованной глутаматом  [37].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование A→I редактирования выбран-
ных участков некоторых описанных ранее в этом 
контексте РНК в клеточных моделях болезней 
экспансии тринуклеотидных CAG-повторов (спи-
ноцеребеллярной атаксии  17 и болезни Гентинг-
тона) было направлено на проверку гипотезы о 

том, что такие повторы, склонные к образованию 
двухцепочечных структур, могут отвлекать на 
себя ферменты ADAR, понижая общий уровень ре-
дактирования РНК. Потенциально, в частности, в 
случае снижения активности ADAR1, имеющей в 
целом противовоспалительный эффект, это могло 
бы вносить вклад в патогенез заболеваний.

Помимо сравнения между собой клеточных 
линий от пациентов с патологиями, A→I редак-
тирование РНК оценивали в модели дифферен-
цировки из ИПСК в органоиды среднего мозга. 
Таким образом, имелись группы контроля и па-
тологии в двух вариантах  – ИПСК и органоидов. 
В  соответствии с имеющимися представлениями 
во всех образцах, кроме одного, дифференцировка 
в органоиды приводила к повышению уровня ре-
дактирования РНК на имеющейся выборке. Ана-
лиз экспрессии относящихся к системе A→I ре-
дактирования РНК генов показал, что изоформы 
ADAR1 сохраняют стабильный уровень экспрес-
сии при дифференцировке от стволовых клеток 
в мозговые органоиды, а ADAR2 демонстрирует 
значительное повышение уровня. Это означает, 
что дифференцировка в культуре предоставляет 
неплохой инструмент для оценки, каким из фер-
ментов, ADAR1 или ADAR2, редактируется тот или 
иной сайт. Если по результатам анализа в пред-
ложенной здесь таргетной панели уровень редак-
тирования значимо возрастал с дифференциров-
кой, то эти сайты, очевидно, редактировались 
ферментом ADAR2. Результаты такого анализа 
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в целом совпадали с литературными данными, 
что подтверждает уместность представленного  
подхода.

В ИПСК значимых различий между нормой 
и патологией в каких-либо из исследованных 
сайтов не обнаружили. В  органоидах среднего 
мозга глобальных изменений редактирования 
РНК также не наблюдали. На  общем фоне одна 
культура представляла собой существенный вы-
брос. Она была получена от пациента с болезнью 
Гентингтона при высоком уровне CAG-повторов в 
гене гентингтина (76 по сравнению с 42–46 CAG-
повторами в остальных образцах патологии). 
Именно этот образец в некоторой мере подтвер-
ждал сделанное нами предположение, поскольку 
характеризовался значительно сниженным уров-
нем A→I редактирования в исследуемых участках. 
Разумеется, наличие всего одного подобного об-
разца ограничивает универсальность сделанных 
нами выводов, при том что пациенты с таким 
значительным числом повторов доступны край-
не редко. Несмотря на то что на большей части 
образцов гипотеза не подтвердилась, полученный 
результат указывает направление дальнейших ис-
следований, а именно более четкое определение 
числа CAG-повторов, способного прямо или кос-
венно повлиять на A→I редактирование, а также 
выяснение роли этого процесса в развитии нейро-
патологии. Такие результаты могут лечь в основу 
подходов к модулированию редактирования РНК 
для лечения болезней экспансии повторов.
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RNA EDITING BY ADAR ADENOSINE DEAMINASES  
IN CELL MODELS OF CAG REPEAT EXPANSION DISEASES:  

A SIGNIFICANT EFFECT OF DIFFERENTIATION FROM STEM 
CELLS INTO BRAIN ORGANOIDS IN ABSENCE OF A SUBSTANTIAL 

INFLUENCE OF CAG REPEATS ON THE LEVEL OF EDITING

V. V. Kudriavskii1,2*, A. O. Goncharov1,2, A. V. Eremeev2, E. S. Ruchko2,  
V. A. Veselovsky2, K. M. Klimina2, A. N. Bogomazova2, M. A. Lagarkova2,  
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The expansion of CAG repeats in certain genes is a known cause of several neurodegenerative diseases, 
but the exact mechanism behind this is not yet fully understood. It is believed that double-stranded 
RNA regions formed by CAG repeats could be harmful to the cell. This study aimed to test the hy-
pothesis that these RNA regions might potentially interfere with ADAR RNA editing enzymes, leading 
to reduced A→I editing of RNA and activation of the interferon response. We studied induced plurip-
otent stem cells (iPSCs) derived from patients with Huntington’s disease or ataxia type  17, as well as 
midbrain organoids developed from these cells. A targeted panel for next-generation sequencing was 
used to assess editing in specific RNA regions. The differentiation of iPSCs into brain organoids led 
to an increase in ADAR2 gene expression and a decrease in the expression of RNA editing inhibitor 
proteins. Consequently, there was an increase in the editing of specific ADAR2 substrates, allowing 
for the identification of differential substrates of ADAR isoforms. However, a comparison of pathology 
and control groups did not show differences in editing levels among iPSCs. Additionally, brain organ-
oids with 42-46 CAG repeats did not exhibit global changes. On the other hand, brain organoids with 
the highest number of CAG repeats in the huntingtin gene (76) showed a significant decrease in the 
level of RNA editing of specific transcripts, potentially involving ADAR1. Notably, editing of the long 
non-coding RNA PWAR5 was nearly absent in this sample. In summary, the study found that in most 
cultures with repeat expansion, the hypothesized effect on RNA editing was not confirmed.

Keywords: RNA editing, Adenosine Deaminase Acting on RNA, trinucleotide repeat expansion diseases, 
Huntington’s disease, ataxia type  17, induced pluripotent stem cells, midbrain organoids
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Гепатоэнцефалопатия (ГЭ)  – это психоневрологический синдром, развивающийся у пациентов 
с тяжёлым нарушением функции печени и/или портокавальным шунтированием. Несмотря 
на более чем вековую историю исследования взаимосвязи между повреждением печени и раз-
витием энцефалопатии, патогенетические механизмы гепатоэнцефалопатии до сих пор полно-
стью не выяснены, однако общепризнано, что главным триггером неврологических осложнений 
при гепатоэнцефалопатии является нейротоксин  – аммиак/аммоний, концентрация которого 
в крови при нарушении детоксикационной функции печени увеличивается до токсического 
уровня (гипераммониемия). Беспрепятственно проникая в клетки мозга и влияя на опосредо-
ванную NMDA-рецепторами сигнализацию, аммиак/аммоний запускает патологический каскад, 
приводящий к резкому торможению аэробного обмена глюкозы, окислительному стрессу, гипо-
перфузии мозга, повреждению нервных клеток и формированию неврологического дефицита. 
Гипоперфузия мозга, в свою очередь, может быть связана с нарушением кислородтранспортной 
функции эритроцитов, сопряжённой с нарушением метаболических/энергетических процессов, 
протекающих в мембранах и внутри эритроцитов и контролирующих сродство гемоглобина 
к кислороду, определяющее степень оксигенации крови и тканей. Недавно мы подтвердили 
указанную причинно-следственную взаимосвязь и выявили новое, опосредованное гиперакти-
вацией NMDA-рецепторов аммоний-индуцированное прооксидантное действие на эритроциты, 
нарушающее их кислородтранспортную функцию. Для более полной оценки «эритроцитар-
ных» факторов, нарушающих оксигенацию мозга и приводящих к энцефалопатии, в данной 
работе мы определили активность ферментов и концентрацию метаболитов гликолиза, шунта 
Рапопорта–Люберинг, а также морфологические характеристики эритроцитов крыс с острой 
гипераммониемией. Для выяснения роли NMDA-рецепторов в указанных процессах мы исполь-
зовали неконкурентный антагонист рецепторов, МК-801. Полученные результаты позволяют сде-
лать вывод о том, что аммоний-индуцированные нарушения формы и функций эритроцитов 
и гемоглобинемию следует рассматривать как дополнительный системный «эритроцитарный» 
патогенетический фактор, приводящий к прогрессированию гипоперфузии мозга при гепато-
энцефалопатии, сопровождающейся гипераммониемией.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гипераммониемия, гепатоэнцефалопатия, NMDA-рецепторы, эритроциты, 
гликолиз, шунт Рапопорта–Люберинг.

DOI: 10.31857/S0320972524080071 EDN: KDXBWV

Принятые сокращения: 2,3-ДФГ  – 2,3-дисфосфоглицерат; ГА  – гипераммониемия; ГАФДГ  – глицеральдегид-
3-фосфатдегидрогеназа; ГК  – гексокиназа; ГЭ  – гепатоэнцефалопатия; ЛДГ  – лактатдегидрогеназа; ПК  – пиру-
ваткиназа; ФФК  – фосфофруктокиназа; Hb  – гемоглобин; NMDA-R  – NMDA-рецепторы.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Гепатоэнцефалопатия (ГЭ)  – это сложный 
психоневрологический синдром, возникающий 

в результате острых или хронических заболева-
ний печени и/или портокавального шунтиро-
вания, клинические симптомы которого варь-
ируют от минимальных расстройств сознания 
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и поведения  [1] до деменции и комы, которая, 
как правило, приводит к смерти  [2]. Несмотря 
на многочисленные исследования, посвящён-
ные проблеме поражения центральной нервной 
системы, патогенетические механизмы дисфунк-
ции головного мозга при ГЭ до сих пор полностью  
не выяснены.

Согласно совокупным литературным данным, 
этиологические факторы, вызывающие развитие 
ГЭ, множественны. К ним относятся бактериаль-
но-грибковые инфекции  [3], системное воспале-
ние  [4], дисбаланс аминокислот и продукты их 
аномального метаболизма  [5], некоторые меди-
каментозные средства  [6], различные токсины  [7] 
и многие другие  [8]. Общепризнано, однако, что 
главным нейротоксином, играющим централь-
ную роль в патогенезе ГЭ, является аммиак/ам-
моний  [9], который при сочетанном нарушении 
детоксикационной функции печени, вызванном 
повреждением гепатоцитов и/или портокаваль-
ным шунтированием, накапливается в крови 
(гипераммониемия, ГА) до токсического уровня 
и беспрепятственно проникает в мозг, где его 
патологическое действие, опосредованное гипер-
активацией NMDA-рецепторов (NMDA-R)  [10], рас-
пространяется на многие энергообразующие кис-
лородзависимые биохимические процессы  [2,  11], 
лежащие в основе жизнедеятельности нервных 
клеток и организма в целом  [12]. Следует отме-
тить, однако, что появление данных, подтвержда-
ющих наличие NMDA-R не только в мозге, но и 
в некоторых периферических органах, таких как 
печень, сердце, поджелудочная железа, а также 
в эритроцитах  [13], давало возможность предпо-
ложить, что токсические эффекты аммиака/аммо-
ния при ГЭ, усиленные гиперактивацией NMDA-R 
в периферических тканях, могут быть более ге-
нерализованными, чем предполагалось раньше. 
Недавно полученные нами данные частично 
подтвердили это предположение и позволили 
выявить дополнительный механизм причинно-
следственной NMDA-R-зависимой взаимосвязи 
между дисфункцией печени – «гепато» и повреж-
дением мозга  – «энцефалопатией». Учитывая об- 
лигатную зависимость клеток мозга от неза-
менимых энергетических субстратов, глюкозы и 
кетоновых тел  [14], образуемых исключительно в 
печени в процессе глюконеогенеза и кетогенеза, 
мы, в частности, показали, что аммоний-инду-
цированное и опосредованное гиперактивацией 
NMDA-R нарушение работы дыхательной цепи 
митохондрий печени крыс приводит к быстрому 
и резкому торможению глюконеогенеза и кето-
генеза. Это, в свою очередь, вызывало значи-
тельное падение уровня обоих энергетических 
субстратов в печени и крови и предшествовало 
начальной стадии неврологических нарушений 

(вялость, сонливость, нарушение координации 
движений, тремор и миоклонические судороги) у 
животных с острой ГА. Терминальным же собы-
тием, предшествующим развитию комы, являлось 
полное торможение глюконеогенеза и кетогенеза, 
приводящее к резко выраженной гипогликемии 
и гипокетонемии и, соответственно, к катастро-
фическому снижению концентраций глюкозы 
и кетоновых тел в мозге этих животных  [15]. 
Помимо этого, нам удалось выявить другое, вне-
печёночное, аммоний-индуцированное патологи-
ческое звено, а именно нарушение равновесия 
про- и антиоксидантного баланса в эритроцитах, 
имеющее прямое отношение к нарушению их 
функциональных способностей. В частности, мы 
обнаружили, что у животных с ГА большая часть 
аммиака/аммония накапливается не в плазме, а 
в эритроцитах, что делает эти клетки, лишён-
ные аммиак-обезвреживающих ферментов, более 
восприимчивыми (чем другие не-нейрональные 
ткани) к аммоний-индуцированному NMDA-R-опо-
средованному окислительному стрессу  [16]. Как 
известно, окислительный стресс нарушает кисло-
родтранспортную функцию эритроцитов  [17,  18], 
сопряжённую с метаболическими/энергетически-
ми процессами, протекающими в мембранах и 
внутри эритроцитов  [19] и регулирующими срод-
ство гемоглобина (Hb) к кислороду, которое для 
максимально возможного связывания кислорода 
в лёгких должно быть высоким, но уменьшаться 
для беспрепятственного высвобождения кисло-
рода из Hb и поступления в ткани  [20,  21]. Сле-
дует отметить, что первые сообщения о взаимо-
связи между энергетическими/метаболическими 
процессами в эритроцитах и способностью Hb 
связывать, транспортировать и доставлять кис-
лород к тканям были опубликованы более 50  лет 
назад [20,  22], но эти научные открытия, как и тот 
факт, что для выполнения своих функций эритро-
циты должны быть абсолютно «здоровыми»  [23], 
в основном игнорируются. Например, увеличение 
скорости оседания эритроцитов (СОЭ, гематологи-
ческий показатель, который обязательно опреде-
ляют у каждого пациента вне зависимости от 
жалоб) обычно связывают с появлением воспа-
лительных процессов в организме  [24], тогда как 
уменьшение отрицательного заряда мембраны 
эритроцитов (что и лежит в основе увеличения 
СОЭ), приводящее к структуральным и биохими-
ческим нарушениям, агрегации эритроцитов, по-
вышению вязкости крови, «застою» в капиллярах, 
что нарушает микроциркуляторный кровоток и 
снабжение тканей кислородом  [25], обычно оста-
ётся «за скобками». А эритроциты, являющиеся од-
ним из важных компонентов в интегрированной 
системе транспорта кислорода (помимо сердечно-
сосудистой и дыхательной систем), из-за видимой 
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«простоты» организации по-прежнему рассматри-
ваются как маленькие «мешочки», наполненные 
Hb, который даже в нефизиологических услови-
ях легко связывает кислород в лёгких и так же 
легко отдаёт его тканям. Такая точка зрения на 
безграничные возможности эритроцитов подтвер-
ждается в ситуациях, когда степень гипоксемии/
гипоксии выявляется по измеряемым обычно в 
клинических условиях показателям SaO2 (насы-
щение Hb кислородом в артериальной крови) и 
PaO2 (парциальное давление кислорода). Откло-
нение от нормы хотя бы одного показателя вы-
сокоинтегрированной системы метаболических 
путей в эритроцитах  [26] может увеличивать 
сродство Hb к кислороду и нарушить его переход 
в ткани. Это может привести к мультиорганной 
гипоксии  [27,  28] и стойким когнитивным нару-
шениям  [23,  29–31] даже при нормальных зна- 
чениях SaO2 и PaO2  [32], что не учитывается во  
врачебной практике.

Следовательно, мы должны признать, что 
в настоящее время не существует инструмента 
для диагностики метаболических показателей в 
эритроцитах, связанных с нарушением их кис-
лородтранспортной функции и с развитием эн- 
цефалопатии, возникающей под действием ам- 
миака/аммония, концентрация которого в кро-
ви и мозге при многих патологиях может уве-
личиваться в десятки раз по сравнению с нор- 
мой  [33–35].

ГЭ не является исключением. Несмотря на то 
что аммоний-индуцированная энцефалопатия, с 
одной стороны, сопровождается отклонениями 
от нормы многих гематологических парамет- 
ров  [36], влияющих на доставку кислорода в тка-
ни, с другой – мультиорганной гипоксией  [37] и 
в том числе сниженной оксигенацией мозга  [38], 
неминуемо приводящей к патологии мозга  [39] 
и прогрессированию стойкой когнитивной дис-
функции  [30], причинно-следственная связь ме-
жду нарушением энергетического обмена в эрит-
роцитах и нарушением их функций в настоящее 
время не установлена.

Для выявления дополнительных изменений 
внутриклеточных параметров метаболического/
энергетического обмена эритроцитов, необходи
мых для более полной оценки эффективности 
их кислородтранспортной функции  [20] и свое-
временного распознавания факторов риска раз-
вития аммоний-индуцированной энцефалопатии, 
мы измерили активность регуляторных фер-
ментов и концентрацию метаболитов гликоли
за и шунта Рапопорта–Люберинг в эритроци-
тах крыс с острой ГА. Для выявления участия 
NMDA-R исследования проводились с использо-
ванием неконкурентного антагониста рецепто- 
ров, МК-801.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В работе были использованы 
следующие реактивы: ацетат аммония, МК-801, 
NAD+, NАDН, NADP+, NADPH, Tris, ТЭА, ATP, ADP, 
ЭГТА, ЭДТА, фосфоенолпируват, глюкоза, пируват, 
уабаин, сапонин, миокиназа, пируваткиназа (ПК), 
лактатдегидрогеназа (ЛДГ), глюкозо-6-фосфатдегид-
рогеназа, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа 
(ГАФДГ), α-целлюлоза, гемикристаллинцеллюлоза 
тип  50  – фирмы «Sigma-Aldrich» (США). Набор для 
определения концентрации 2,3-дифосфоглицерата 
(2,3-ДФГ) – фирмы «Roche» (Австрия). Все остальные 
реагенты были отечественного производства ква-
лификации «особо чистые» и «химически чистые».

Животные. В работе использовались крысы 
линии Wistar (половозрелые самцы) массой 210–
230  г, содержащиеся в виварии при комнатной 
температуре, естественном режиме освещения, 
свободном доступе к корму и воде. Каждая экспе-
риментальная группа состояла из 10  животных. 
Животным 1  группы (группа «ацетат аммония») 
вводился ацетат аммония в виде однократной 
внутрибрюшинной инъекции (в/б) в сублеталь-
ной дозе 7  ммоль/кг, декапитация производилась, 
как в ранее выполненных исследованиях, через 
15  мин после инъекции, обычно после прохожде-
ния двух судорожных эпизодов  [16]. Этот времен-
ной интервал был выбран на основе наших пре-
дыдущих результатов, показавших, что влияние 
острой интоксикации аммонием на энергети-
ческий обмен мозга крыс можно чётко увидеть 
через 15  мин после инъекции  [40]. Животным  
2  группы (контроль) вводился в/б 0,9%-ный (m/v) 
NaCl в том же объёме, что и ацетат аммония. Де
капитация животных производилась через 15  мин 
после инъекции. Физиологический раствор был 
выбран в качестве контрольного на основании 
наших предыдущих исследований, показавших, 
что введение ацетата натрия, так же как и вве-
дение физиологического раствора, не оказывает 
влияния на измеряемые показатели. Живот-
ным 3  группы (группа «МК-801») в/б вводился 
МК-801 в  дозе 2,0  мг/кг, необходимой для полной 
блокировки рецепторов, и декапитация живот-
ных проводилась через 30  мин после инъекции. 
Животным 4 группы («МК-801  +  ацетат аммония») 
вначале в/б вводился МК-801 в дозе 2,0  мг/кг и 
через 15  мин  – раствор ацетата аммония в дозе 
7  ммоль/кг. Декапитацию производили через 
15  мин после введения ацетата аммония.

Получение плазмы крови и очищенных 
эритроцитов. Для получения плазмы и суспензии 
очищенных эритроцитов собранная при декапита-
ции кровь (в качестве антикоагулянта использо-
вался 130  мМ 3Na-цитрат, pH  7,4) делилась на две 
части. Для получения плазмы крови форменные 
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элементы удалялись центрифугированием первой 
части крови в течение 10  мин при 1000  g (+4  °С). 
Полученный супернатант немедленно исполь-
зовался для измерения концентрации свободно-
го  Hb.

Для очищения эритроцитов от лейкоцитов 
и тромбоцитов вторую часть крови пропускали 
через колонку, заполненную α-целлюлозой и ге-
микристаллинцеллюлозой тип 50 в соотношении 
1  :  1 и уравновешенную 0,9%-ным (w/v) NaCl  [41]. 
Кровь элюировали (1  :  5) при комнатной темпе-
ратуре раствором, содержащим 10  мМ  КН2РО4, 
рН  7,4, 150  мМ NaCl. Эритроциты осаждали цен-
трифугированием при +4  °С в течение 10  мин при 
1000  g и дважды промывали раствором, содержа-
щим 10  мМ  KH2PO4, рН  7,4, 140  мМ  NaCl, 5  мМ  KCl, 
2,8  мМ  глюкозу, 0,5  мМ  K-ЭДТА (10  мин, +4  °С, 
1500  g, 2000  g), и суспендировали в этом же рас-
творе в соотношении 1  :  5.

Получение лизатов эритроцитов для опре-
деления активности ферментов. Очищенные от 
тромбоцитов и лейкоцитов эритроциты (1  мл) ли-
зировали 2  мл гипоосмотического буфера (50  мМ 
ТЭА, рН  7,4, 0,15  мМ  К-ЭГТА, 3  мМ  β-меркаптоэта-
нол), содержащего 0,2% сапонина. Активность 
ферментов определяли в течение первых двух 
часов после получения лизатов. Пробы во время 
измерения хранились при +4  °С.

Определение активности ферментов в ли-
затах эритроцитов. Активность Na+/K+-ATPазы 
(КФ  3.6.3.9), гексокиназы (ГК, КФ  2.7.1.1), фосфо-
фруктокиназы (ФФК, КФ  2.7.1.11), ПК (КФ  2.7.1.40), 
ГАФДГ (КФ  1.2.1.12) и ЛДГ (КФ  1.1.1.27) определяли 
спектрофотометрически по скорости образования 
NAD+ или NADPH при 340  нм с помощью методов 
ферментативного анализа эритроцитов, разрабо-
танных международным комитетом по стандар-
тизации в гематологии  [41] и подробно описан-
ных нами ранее  [42].

Получение экстрактов эритроцитов для 
определения концентрации метаболитов. Очи-
щенные эритроциты смешивали с охлаждённой 
смесью (−20  °С) 6%  HClO4/40%  C2H5OH в соотно
шении 1  :  10. Центрифугировали 5  мин при тем- 
пературе +4  °С при 10  000  g. Осадок удаляли, 
рН супернатанта доводили до 5–6, используя 
30%-ный (m/m) КОН и сухой КНСО3. Осадок пер-
хлората калия удаляли центрифугированием при 
тех же режимах. Прозрачный супернатант немед-
ленно использовали для определения концентра-
ции метаболитов.

Определение концентрации ATP, ADP, AMP, 
лактата, пирувата и 2,3-ДФГ в экстрактах эрит-
роцитов. Концентрация адениннуклеотидов, лак-
тата и пирувата определялась по стандартным 
спектрофотометрическим методам  [43], подробно 
описанным нами ранее  [42].

Энергетический заряд (ЭЗ) рассчитывали по 
уравнению Аткинсона  [44]: ЭЗ  =  (ATP  +  0,5  ADP)  / 
/  (ATP  +  ADP  +  AMP).

Отношение NAD+/NADH рассчитывали по ме-
тоду Williamson et al., 1968  [45], с учётом констан-
ты равновесия лактатдегидрогеназной реакции, 
равной 1,11  ×  104.

Концентрация 2,3-ДФГ определялась спек-
трофотометрически при помощи коммерческого 
набора «Roche» (10  148  334  001, Германия) при 
сочетанном действии ферментов фосфоглицерат-
мутазы, фосфоглицераткиназы, ГАФДГ, триозофос-
фатизомеразы и глицерол-3-фосфатдегидрогеназы, 
согласно прилагаемой инструкции. Концентрация 
всех измеряемых субстратов выражалась в микро-
моль/литр клеток (мкМ)

Определение концентрации Hb в крови и 
плазме. Осмотическая резистентность и морфо-
логический анализ эритроцитов. Концентрацию 
Hb измеряли на гематологическом анализаторе 
DH  36  Vet («Dymind», Китай). Для исследования 
использовали цельную стабилизированную 3Na+-
цитратом кровь или плазму. Степень гемолиза 
эритроцитов рассчитывали по формуле: %  гемо-
лиза  =  [(1  −  Hct)  ×  свободный Hb (г/дл)  ×  100]  /  об-
щий Hb (г/дл), Hct  – гематокрит  [46].

Морфологический анализ выполняли флуорес-
центной визуализацией клеток с помощью систе-
мы CELENA® S Digital Imaging System («LogosBio», 
Республика Корея), объектив ×40. Нативные мазки 
из цельной крови готовили стандартным спосо-
бом на обезжиренных предметных стёклах путём 
высушивания на воздухе при комнатной темпера-
туре и использовали без дополнительной фикса-
ции и окраски.

Осмотическая резистентность эритроцитов 
определялась по степени лизиса эритроцитов 
после их инкубации в растворе NaCl различной 
концентрации (от 0 до 154  мМ (0,9%) NaCl). Сте-
пень лизиса эритроцитов анализировалась спек-
трофотометрически путём измерения оптической 
плотности по высвобождению Hb при 540  нм 
после остановки гемолиза путём добавления  
к пробам равного объёма NaCl в концентрации, 
необходимой для восстановления изотонич- 
ности. Для количественной оценки осмотиче-
ской резистентности эритроцитов учитывалась 
концентрация NaCl, при которой наблюдался  
минимальный (первоначальный) и 50%-ный ли-
зис клеток.

Статистический анализ выполняли с по-
мощью компьютерной программы Prizm  V8 
(«GraphPad», Сан-Диего, США). Результаты выра-
жали в виде среднего значения и стандартной 
ошибки среднего. Нормальность распределе-
ния переменных подтвердили с помощью кри-
терия Колмогорова–Смирнова. Различия между 



АЛИЛОВА и др.1434

БИОХИМИЯ том 89 вып. 8 2024

группами анализировали с использованием t-те-
ста Стьюдента, а при множественных сравнени-
ях  – метода ANOVA с поправкой Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние аммиака/аммония и MK-801 на ак-
тивность регуляторных ферментов гликолиза 
эритроцитов крыс. В первой части исследова-
ний [16] мы показали, что содержание аммония в 
эритроцитах крыс контрольной группы составля-
ло 0,300  ±  0,038  мМ, что входит в допустимый диа-
пазон значений, соответствующих физиологиче-
ской норме для эритроцитов этих животных  [47]. 
Концентрация аммония после одиночной инъек-
ции MK-801 не отличалась от контрольного зна-
чения, тогда как после введения ацетата аммония 
в дозе 7  ммоль/кг уровень аммония в эритро-
цитах животных увеличился до 3,602  ±  0,126  мМ 
(р  <  0,001). При сочетанном введении MK-801 с 
ацетатом аммония концентрация аммония в  
эритроцитах снижалась (20%, р  <  0,05), но оста-
валась достаточно высокой (3,320  ±  0,06  мМ) по 
сравнению с контролем, что делало эритроци- 
ты, лишённые аммоний-детоксицирующих фер-
ментов, наиболее восприимчивыми (по срав-
нению с другими не-нейрональными тканями) 

к аммоний-индуцированному окислительному 
стрессу  [48].

Окислительный стресс, как известно, нару-
шает взаимосвязь между кислородтранспортной 
функцией эритроцитов и их гликолитической 
системой  [49], метаболиты и ферменты которой, 
как уже было сказано, контролируют сродство Hb 
к кислороду  [20]. Поэтому для выявления допол-
нительных показателей, необходимых для оцен-
ки способности эритроцитов доставлять кисло-
род тканям, мы вначале выяснили, связано ли 
накопление аммиака/аммония в эритроцитах, 
оснащённых NMDA-R, с нарушением гликолиза, 
главного метаболического пути, необходимого 
для поддержания функционального состояния и 
жизнеспособности эритроцитов в целом. Для это-
го мы измерили активность основных регулятор-
ных ферментов гликолиза ГК, ФФК, ПК, а также 
ГАФДГ и ЛДГ.

Результаты определения активности фермен-
тов гликолиза в эритроцитах крыс разных иссле-
дуемых групп суммированы на рис.  1.

Как видно из рис.  1 (а–д), введение ацета-
та аммония снижало активность ферментов в 
эритроцитах животных в разной степени. Так, 
активность ГК, ФФК, ПК и ГАФДГ снижалась на 
38% (р  <  0,001), 26% (р  <  0,001), 22% (р  <  0,001), 30% 
(р  <  0,001) соответственно, тогда как значения 

Рис. 1. Активность ГК  (а), ФФК  (б), ПК  (в), ГАФДГ  (г) и ЛДГ  (д) в эритроцитах крыс исследуемых групп (n  = 10 
для каждой группы). Крысам в/б вводили ацетат аммония (7  ммоль/кг, группа «ацетат аммония»), МК-801 
(2  мг/кг в/б) вводился в одиночной инъекции (группа «МК-801») и за 15  мин до инъекции ацетата аммония 
(группа «МК-801  + ацетат аммония»). Крысам контрольной группы («контроль») вводился физиологический 
раствор. Время декапитации животных и методы определения активности ферментов указаны в разделе 
«Материалы и методы». Активность ферментов выражена в мкмоль/(мин  ×  г Hb). Результаты представлены 
в виде «среднее  ± стандартная ошибка среднего (SEM)». ***  p  <  0,001 по сравнению с животными контроль-
ной группы; a – p  < 0,05, aa – p  < 0,01, aaа – p  < 0,001 по сравнению с животными группы «ацетат аммония». 
Различия между группами анализировали с помощью метода ANOVA с поправкой Бонферрони
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Рис. 2. Концентрация лактата  (а), пирувата  (б) и расчётное отношение NAD+/NADH (в) в эритроцитах живот-
ных исследуемых групп (n  =  10 для каждой группы). Условия введения препаратов, доза, время декапита-
ции указаны в подписи к рис.  1. Методы определения концентрации пирувата и лактата указаны в разде-
ле «Материалы и методы». Концентрация метаболитов выражена в мкмоль/литр клеток (мкМ). Отношение 
NAD+/NADH рассчитывали по методу Williamson et al.  [45]: NAD+/NADH  =  [пируват]/[лактат]  ×  1/k, где k – кон-
станта равновесия лактатдегидрогеназной реакции, равная 1,11  ×  104. Данные выражены в виде «среднее  
значение  ±  SEM». *  p  <  0,05, **  p  <  0,01, ***  p  <  0,001 по сравнению с животными контрольной группы;  
а  – p  <  0,05, aa  – p  <  0,01, aaа  – p  <  0,001 по сравнению с животными группы «ацетат аммония». Различия 
между группами анализировали с помощью метода ANOVA с поправкой Бонферрони

активности ЛДГ при аммиачной интоксикации 
не отличались от измеренных в эритроцитах кон-
трольных животных (рис.  1,  д). Введение МК-801 
поддерживало активность всех измеряемых фер-
ментов в пределах, характерных для контроль-
ных значений. Совместное введение МК-801 с аце-
татом аммония восстанавливало активность всех 
измеряемых ферментов до контрольного уровня и 
свидетельствовало о том, что аммоний-индуциро-
ванное торможение ферментов гликолиза опосре-
довано активацией NMDA-R.

Дополнительным подтверждением NMDA-R-
зависимого торможения гликолитического потока 
являлось также восстановление до контрольных 
значений резко сниженной концентрации лакта-
та и пирувата и увеличенного отношения NAD+/
NADH в эритроцитах животных с ГА под воздей-
ствием МК-801, введённого совместно с ацетатом 
аммония (рис.  2, а–в).

Эти данные частично объясняют причины 
торможения гликолитического потока, связан-
ного в основном с нарушением метаболического 
контроля в эритроцитах крыс с ГА, приводящим 
к дисбалансу отношения NAD+/NADH (рис.  2,  в) 
из-за недостатка пирувата (рис.  2,  б) и NADH, не-
обходимых для регенерации NAD+ в ЛДГ-реакции 
и возобновления гликолиза на стадии ГАФДГ-реак-
ции  [50].

Согласно общепринятому мнению, скорость 
метаболизма глюкозы в эритроцитах регулирует-
ся в основном адсорбционным механизмом  [51], 
основанным на обратимом связывании фермен-
тов гликолиза с трансмембранным белком поло-
сы 3 (band 3). Суть этого механизма состоит в том, 
что опосредованное посттрансляционными мо-
дификациями белка полосы  3  [52] отсоединение 
ферментов от белка (активация ферментов) или 
их присоединение к белку (неактивная форма 
ферментов)  [53] позволяет зрелым эритроцитам, 

лишённым митохондрий, мгновенно адаптивно 
реагировать на эндогенные или появляющиеся 
в кровяном русле факторы и, переключая поток 
глюкозы от гликолиза на пентозофосфатный путь 
(ПФП) (и в обратном направлении), удерживать 
состояние своего энергетического обмена и анти-
оксидантной системы в пределах, необходимых 
для формирования многоуровневого адаптивного 
ответа [54]. Из этого следует, что снижение актив-
ности ферментов гликолиза в эритроцитах крыс 
с ГА может быть адаптивным ответом, поддержи-
вающим внутриклеточный антиоксидантный ба-
ланс путём торможения гликолитического потока 
и активации ПФП  [55], обеспечивающего синтез 
NADPH, необходимого для предотвращения пере-
хода ферроформы (Fe2+) Hb в ферриформу (Fe3+) в 
присутствии активных форм кислорода, накопив-
шихся в эритроцитах животных с ГА  [56].

Однако, как показали наши недавние иссле-
дования, активность ключевого фермента ПФП, 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ), в эритро-
цитах крыс с ГА достоверно снижалась по сравне-
нию с контролем. Совместно с резким падением 
отношения NADPH/NADP+ и GSH/GSSG это свиде-
тельствовало о торможении ПФП, что являлось 
одной из причин трёхкратного накопления пере-
киси водорода и развития окислительного стресса 
в эритроцитах гипераммониемированных живот-
ных  [16], что, в свою очередь, исключает возмож-
ность рассматривать снижение активности гли-
колитических ферментов при острой ГА (рис.  1) 
даже в виде краткосрочного адаптивного ответа 
эритроцитов.

С другой стороны, обнаруженное нами уча-
стие NMDA-R в аммоний-индуцированном тор-
можении гликолиза даёт возможность предполо-
жить наличие взаимосвязи между Ca2+-зависимым 
сигнальным каскадом, запускаемым гиперактив-
ными NMDA-R и приводящим к усиленному 



АЛИЛОВА и др.1436

БИОХИМИЯ том 89 вып. 8 2024

Рис. 3. Концентрация ATP  (а), ADP  (б), AMP  (в), отношение ATP/ADP  (г), их суммарное содержание, АН  (д), и 
ЭЗ  (е) в эритроцитах крыс исследуемых групп (n  =  10 для каждой группы). Условия введения препаратов, 
доза, время декапитации указаны в подписи к рис. 1. Методы определения концентрации ATP, ADP, AMP ука-
заны в разделе «Материалы и методы». Концентрация метаболитов выражена в мкмоль/литр клеток (мкМ). 
Энергетический заряд рассчитывали по уравнению Аткинсона  [44]: ЭЗ  =  (ATP  +  0,5  ADP)/(ATP  +  ADP  +  AMP).  
Данные выражены в виде «среднее значение  ± SEM». *  p  <  0,05, **  p  <  0,01, ***  p  <  0,001 по сравнению с 
животными контрольной группы; a  – p  <  0,05, aa  – p  <  0,01 по сравнению с животными группы «ацетат 
аммония». Различия между группами анализировали с помощью метода ANOVA с поправкой Бонферрони

образованию NО• в эритроцитах  [13], и NО•-опо-
средованной посттрансляционной модификацией 
белка полосы  3  [52], регулирующей скорость ме-
таболизма глюкозы  [54]. Исходя из этого, можно 
предположить, что одна из причин торможения 
регуляторных ферментов гликолиза в эритроци-
тах животных с ГА в условиях окислительного 
стресса может быть связана с NO•-зависимым ин-
гибированием фосфотирозинкиназы, что парал-
лельно с нитрозилированием по остаткам тиро-
зина белка полосы  3 приводит к необратимому  
торможению гликолиза  [57]. Не исключено так-
же, что NО• и его производные могут оказывать 
прямое ингибирующее действие на ферменты 
гликолиза в эритроцитах  [58]. Хотя, если учесть 
множественные причины, приводящие к тормо-
жению гликолитического пути, включая инги-
бирование ферментов продуктами реакций  [59] 
и посттрансляционными модификациями  [60], 
влияние рН, наличие дезокси-Hb, конкурирую-
щего с ферментами гликолиза за места связыва-
ния с цитоплазматическим доменом белка поло-
сы  3  [54], состояние глюкозного транспортёра  [61], 
наличие в крови гормонов  [62] и многие другие 
факторы, становится очевидным, что для выявле-
ния механизмов, ответственных за торможение 
утилизации глюкозы в эритроцитах в условиях 
окислительного стресса, обнаруженного нами у 
животных с ГА, необходимы специальные, более 

углублённые исследования (и, конечно, проведён-
ные с учётом обнаруженного участия NMDA-R в 
аммоний-индуцированном торможении гликоли-
тического потока).

Влияние аммиака/аммония и MK-801 на 
содержание адениннуклеотидов в эритроцитах 
крыс. Отличительной особенностью анаэробного 
гликолиза в эритроцитах является то, что это ос-
новной путь производства ATP, который исполь-
зуется клетками для поддержания ряда жизненно 
важных функций. Поэтому при обнаруженном 
торможении гликолиза в эритроцитах крыс с ГА 
(рис.  1,  2) снижение концентрации ATP и общего 
пула адениннуклеотидов было ожидаемым. На 
рис.  3 (а–д) представлены результаты определе-
ния концентрации ATP, ADP, AMP, их суммарное 
содержание (АН), а также отношение ATP/ADP и 
расчётное значение энергетического заряда (ЭЗ), 
характеризующего энергетический статус клеток.

Как видно из рис. 3, в эритроцитах крыс с ГА 
в соответствии со снижением активности глико-
литического потока наблюдалось достоверное 
снижение внутриклеточной концентрации ATP 
(40%, p  <  0,01). Усиленный гидролиз ATP приводил 
к увеличению концентрации ADP и AMP на 69% 
(p  <  0,05) и 113% (p  <  0,001) соответственно (рис.  3, 
а–в) и к трёхкратному уменьшению отношения 
ATP/ADP (рис.  3,  г, p  <  0,01). Сумма АН (рис.  3,  д) 
и ЭЗ (рис.  3,  ж) при сравнении с контролем 
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Рис. 4. Активность Na+,K+-ATPaзы в эритроцитах крыс исследуемых групп (n  =  10 для каждой группы)  (а). 
Условия введения препаратов, доза, время декапитации указаны в подписи к рис.  1. Метод определения 
активности Na+,K+-ATPазы указан в разделе «Материалы и методы». Активность фермента выражена в 
мкмоль/мин  ×  г Hb. Данные выражены в виде «среднее значение  ± SEM». *  p  <  0,05 по сравнению с живот-
ными контрольной группы. Различия между группами анализировали с помощью метода ANOVA с поправ-
кой Бонферрони. Для выявления взаимосвязи между концентрацией аммония в эритроцитах и активностью 
Na+,K+-ATPазы использовался коэффициент корреляции Пирсона  (б). Анализ проводился с использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism V8. Достоверная отрицательная корреляция между концентра-
цией аммония и активностью Na+, K+-ATPазы в эритроцитах крыс с ГА (r  =  −0,899, p  =  0,0004)

снижались на 27% (p  <  0,05) и 20% (p  <  0,001) 
соответственно. Введение МК-801 в виде одно-
кратной инъекции не изменяло (по отношению 
к контролю) эти показатели, а при сочетанном 
действии МК-801 с ацетатом аммония наблюда-
лось полное восстановление до контрольных зна-
чений всех измеренных показателей адениновых 
нуклеотидов (рис. 3, а–е). Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что повышенная утили-
зация ATP, некомпенсированная заторможенным 
гликолизом и приводящая к нарушению энерге-
тического обмена в эритроцитах животных с ГА, 
опосредована гиперактивацией NMDA-R.

Влияние аммиака/аммония и MK-801 на 
активность Na+,K+-ATPaзы в эритроцитах крыс. 
Большая часть энергии ATP, образуемой в эрит-
роцитах в процессе гликолиза, используется для 
активации Na+,K+-ATPaзы [63], основная роль кото-
рой заключается в поддержании градиента кон-
центраций Na+ и K+, необходимого для регуляции 
водного гомеостаза, объёма, формы клеток, играю-
щих важную роль в сохранении функциональных 
свойств эритроцитов  [64]. Для выявления взаимо-
связи между NMDA-R-зависимым аммоний-инду-
цированным гидролизом ATP и функциональной 
способностью Na+,K+-ATPaзы мы измерили актив-
ность этого фермента в эритроцитах крыс всех ис-
следуемых групп. Данные представлены на рис.  4.

Как видно (рис.  4,  а), в эритроцитах живот-
ных, получивших сублетальную дозу ацетата ам-
мония, активность Na+,K+-ATPазы почти в 2  раза 
ниже (p  <  0,05), чем у животных контрольной 
группы. МК-801 ни в одиночной инъекции, ни 
при сочетанном введении с ацетатом аммония 
не влиял на активность фермента. Это указыва-
ло на то, что аммоний-индуцированное торможе-
ние Na+,K+-ATPазы в эритроцитах не зависит от 
NMDA-R, а связано исключительно с действием 

аммония, что подтверждалось наличием досто-
верной отрицательной корреляции между кон-
центрацией аммония, накопившегося в эритроци-
тах животных с ГА, и активностью Na+,K+-ATPазы 
(r  =  −0,899, p  =  0,0004, рис.  4,  б).

В биологических жидкостях аммиак суще-
ствует в двух формах: в виде NH3, незаряжен-
ной липофильной формы, что обеспечивает его 
быструю проницаемость через мембрану эритро-
цитов [65], и в протонированной форме, NH4+ (ион 
аммония), транспорт которого в клетки более мед-
ленный (по сравнению с газообразным NH3)  [66] 
и осуществляется при помощи специфических 
транспортёров, локализованных на мембране 
эритроцитов  [67]. Если учесть, что транспорт 
NH4+ в эритроциты животных может приводить 
к снижению внутриклеточной концентрации К+ 
и увеличению концентрации Na+ и Cl−  [68], то 
можно предположить, что одной из причин ам-
моний-индуцированного снижения активности 
Na+,K+-ATPазы является резкое снижение концен-
трации ATP, которое не удовлетворяет повышен-
ную потребность в энергии, необходимой для 
функциональной активности фермента, направ-
ленной на поддержание ионного градиента, зна-
чительно нарушенного усиленным транспортом 
обеих форм аммиака в эритроциты животных 
с ГА. По-видимому, NH4+-зависимое закисление 
внутриклеточной среды эритроцитов (тормо-
жение гликолиза), сменяющее защелачивание, 
вызванное первоочередным транспортом NH3 в 
клетки  [67], играет важную роль в торможении 
гликолиза, снижении уровня ATP и торможении 
Na+,K+-ATPазы в эритроцитах животных с ГА  [69]. 
Также хорошо известно, что активность фермента 
в значительной степени ингибируется в условиях 
окислительного стресса  [70], что частично объяс-
няется многочисленными свободнорадикальными 
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Рис. 5. Изменение морфологии эритроцитов у крыс с ГА. Влияние МК-801. Условия введения препаратов, доза, 
время декапитации животных (n  =  6 для каждой группы) указаны в подписи к рис.  1. Морфологический 
анализ выполняли флуоресцентной визуализацией клеток с помощью системы CELENA® S Digital Imaging 
System («LogosBio»), объектив ×40. Способ подготовки клеток для микроскопии указан в разделе «Материа-
лы и методы». 1  –  Дискоциты-нормоциты, 2  –  стоматоциты (наличие поперечной щели или белого пятна 
в  центре), 3  –  эхиноциты, 4  –  овалоциты

модификациями, приводящими к конформацион-
ным изменениям и нарушению функции Na+,K+-
ATPазы  [71]. Это хорошо согласуется с данными, 
показывающими, что неспецифическое ингиби-
рование Na+,K+-ATPазы в условиях окислительно-
го стресса характерно не только для эритроцитов 
пациентов с заболеваниями печени [72], но и для 
пациентов со многими другими патологиями [73].

Интересно, что несмотря на то что механиз-
мы торможения Na+,K+-ATPазы являются множе-
ственными и могут различаться в зависимости от 
конкретных условий  [64], блокада Na+/K+-помпы в 
эритроцитах, наблюдаемая при многих патологи-
ях, обычно приводит к изменению формы, ухуд-
шению способности к деформации и усиленному 
лизису эритроцитов в кровяном русле  [74].

В связи с этим следует отметить: хотя и об-
щепризнано, что основной причиной ГЭ являет-
ся ГА, и более века известно, что соли аммония 
увеличивают объём эритроцитов и вызывают их 
лизис  [75], наличие внутрисосудистого гемолиза 
у пациентов с ГЭ в основном объясняется повы-
шенным давлением в воротной вене (портальная 
гипертензия), кровотечением из варикозно-рас-

ширенных вен желудочно-кишечного тракта  [76], 
травмированием вены при взятии крови на ана-
лиз [77] и многими другими причинами [78], тогда 
как роль аммиака/аммония в лизисе эритроцитов 
in  vivo практически не рассматривается в повсе-
дневной клинической практике. Для выявления 
недостающего звена следующий этап наших ис-
следований был связан с изучением влияния ГА 
на морфологию циркулирующих эритроцитов, на 
их осмотическую резистентность, степень лизиса 
и связанную с ней концентрацию свободного Hb 
в плазме крови животных.

Влияние ГА и МК-801 на морфологию, кон-
центрацию Hb и степень лизиса эритроцитов 
крыс. Микроскопическое исследование мазков 
крови показало, что для популяции эритроцитов 
животных с ГА характерна некоторая неоднород-
ность, возникающая из-за трансформации дис
коцитов-нормоцитов (рис.  5,  а) в стоматоциты 
(рис.  5,  б  (2))  – клетки, практически не способные 
не только поддерживать прочность мембран, но 
и деформироваться в кровотоке  [79]. МК-801 в 
одиночной инъекции заметно не изменял мор-
фологию нормальных клеток (рис.  5,  в), а при со-
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четанном действии с ацетатом аммония только 
частично способствовал восстановлению стомато-
цитов до дисковидной формы, в результате чего, 
как можно видеть, большая часть клеток в крово-
токе животных с ГА в присутствии МК-801 остава-
лась в виде набухших стоматоцитов (рис. 5, г  (2)).

Это свидетельствовало о том, что аммоний-
индуцированные морфологические изменения и 
переход нормальных эритроцитов в стоматоци-
ты в кровяном русле животных с ГА не зависят 
от NMDA-R, а связаны в основном с действием 
аммиака/аммония, накопившегося в эритроци-
тах животных. Согласно литературным данным, 
причины появления стоматоцитов в кровяном 
русле животных и человека множественны  [80]. 
В основном считается, что трансформация нор-
мальных дискоцитов в стоматоциты связана со 
сниженным транспортом К+ в эритроциты  [81] и 
усиленным входом Na+, приводящим к аномально 
высокому содержанию воды в клетках и их лизи-
су в кровотоке  [82]. Учитывая, что концентрация 
аммония у животных с ГА увеличивалась более 
чем в 10  раз по сравнению с контролем  [16] и 
что его транспорт в эритроциты, как было ска-
зано выше, сопряжён со снижением внутрикле-
точной концентрации К+ и увеличением концен-
трации Na+  [68], можно предположить, что одна 
из причин образования стоматоцитов, набухших 
прелизисных клеток, в кровотоке животных с 
ГА связана с аммоний-индуцированным наруше-
нием градиента концентраций Na+ и K+, способ-
ствующим усиленному входу воды, что, как было 
обнаружено, не зависит от активации NMDA-R. 
Аммоний-индуцированные нарушения, такие как 

совместный с NH4+ избыточный котранспорт Cl−, 
снижение рН  [83], конформационные изменения 
интегральных мембранных белков  [84], инги-
бирование активности Na+,K+-ATPазы  [64], сни-
жение концентрации ATP  [85], окислительный 
стресс  [16,  86], прямо или косвенно вызывающие 
усиленный вход воды в эритроциты, также мо-
гут быть связаны с образованием стоматоцитов 
в кровяном русле животных с ГА.

Полученные результаты находятся в соответ-
ствии с многочисленными литературными дан-
ными, показавшими, что появление атипичной 
формы эритроцитов, в частности, стоматоцитов,  
наблюдается в общей популяции эритроцитов 
пациентов с различными заболеваниями пече-
ни  [78,  87]. Однако в связи с этим необходимо 
отметить: несмотря на то что стоматоциты явля-
ются клетками, легко лизирующими в кровяном 
русле  [88], вопрос о роли накопившегося в эритро-
цитах аммония в лизисе клеток in  vivo при пато-
логиях, сопровождающихся ГА, как было отмечено 
выше, в настоящее время всё ещё остаётся откры-
тым. Поскольку концентрация свободного Hb в 
плазме крови является одним из главных показа-
телей внутрисосудистого гемолиза  [89], мы изме-
рили концентрацию этого показателя и с учётом 
других гематологических параметров рассчитали 
степень лизиса эритроцитов (% гемолиза)  [90], а 
затем по степени устойчивости к сниженной кон-
центрации NaCl определили осмотическую резис-
тентность эритроцитов животных всех исследуе-
мых групп. Данные представлены в табл.  1.

Как видно из приведённых данных, вели-
чина Hct, концентрация общего и свободного Hb, 

Таблица 1. Влияние ацетата аммония и МК-801 на величину гематокрита, концентрацию общего и свободного 
Hb, осмотическую резистентность и степень лизиса эритроцитов (% гемолиза)

Контроль Ацетат аммония МК-801 МК-801  + ацетат 
аммония

Концентрация Hb в крови, 
г/100  мл 13,35  ±  0,1753 11,49  ±  0,1339*** 12,81  ±  0,1833 12,43  ±  0,2930а,*

Гематокрит, % 52,24  ±  1,391 43,30  ±  2,253*** 52,00  ±  0,8876 46,03  ±  0,8048*

Концентрация свободного Hb 
в плазме, г/100 мл 0,096  ±  0,008 0,55  ±  0,11*** 0,084  ±  0,009 0,12  ±  0,013***

% гемолиза 0,32  ±  0,02 2,2  ±  0,12*** 0,30  ±  0,02 0,64  ±  0,04ааа,**

Осмотическая резистентность

Концентрация NaCl (%), 
вызывающая 50%-ный лизис 0,41  ±  0,007 0,49  ±  0,011** 0,42  ±  0,02 0,44  ±  0,016

Примечание. Введение препаратов, доза, время декапитации животных (n  =  10 для каждой группы) указа-
ны в подписи к рис.  1. Концентрацию Hb, осмотическую резистентность и процент гемолиза определяли, 
как указано в разделе «Материалы и методы». Результаты представлены в виде «среднее  ± SEM». *  p  <  0,05, 
** p  < 0,01, *** p  < 0,001 по сравнению с животными контрольной группы; a  – p  < 0,05, aaа  – p  < 0,001 по срав-
нению с животными группы «ацетат аммония».
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осмотическая устойчивость эритроцитов крыс 
контрольной группы входят в допустимый диапа-
зон значений, соответствующих физиологической 
норме для этих животных  [91].

У животных с ГА наблюдалось достоверное 
и почти равнозначное уменьшение содержания 
общего Hb и Нct на 14% (***  р  <  0,001) и 17% 
(*  р  <  0,05) соответственно, что в совокупности 
с окрашенной в красный цвет плазмой свиде-
тельствовало о происходящем внутрисосудистом 
лизисе эритроцитов и выходе Hb в плазму. Дей-
ствительно, прямые измерения показали, что 
содержание свободного Hb в плазме и степень 
лизиса эритроцитов животных с ГА увеличива-
лись тоже почти в одинаковой степени (в 6–7 раз, 
***  р  <  0,001) при сравнении с контролем (табл. 1). 
Большая осмотическая хрупкость эритроцитов 
животных с ГА под воздействием накопившегося 
в них аммиака/аммония подтверждалась дан-
ными, показавшими, что первоначальный (6%) 
лизис клеток был зарегистрирован в растворе с 
достаточно высокой концентрацией NaCl, равной 
0,7%, тогда как минимальный лизис эритроцитов 
контрольных животных (1,6%) наблюдался в при-
сутствии 0,58%-ного раствора NaCl (не показано). 
50%-ный лизис эритроцитов животных с ГА так-
же происходил при более высокой концентрации 
NaCl (0,49  ±  0,011%, *  р  <  0,05) при сравнении с 
контролем (0,41  ±  0,0073%) (табл.  1).

При одиночной инъекции МК-801 не влиял 
на измеряемые показатели, и они соответствова-
ли контрольным значениям (табл.  1). Введённый 
совместно с ацетатом аммония МК-801 частично 
восстанавливал аммоний-индуцированное нару-
шение гематологических параметров, но их зна-
чения оставались достоверно завышенными по 
сравнению с контролем. Можно видеть, что при 
сниженном по отношению к контролю содер-
жании общего Hb, Нct на 7% (*  р  <  0,05) и 12% 
(*  р  <  0,05) соответственно и повышенной концен-
трации свободного Hb (25%, ***  р  <  0,001) степень 
(%) внутрисосудистого гемолиза эритроцитов 
животных с ГА в присутствии МК-801 оставалась 
двукратно завышенной (0,64  ±  0,04, **  р  <  0,01) по 
сравнению с контролем (0,32  ±  0,02, ***  р  <  0,001). 
Полученные данные указывают на то, что морфо-
логические изменения, а также нарушение регу-
ляции объёма клеток, осмотической резистентно-
сти и усиленный вход воды [92], способствующий 
внутрисосудистому гемолизу эритроцитов и на-
коплению свободного Hb в плазме крови живот-
ных с ГА, являются результатом токсического дей-
ствия аммиака/аммония (частично сопряжённого 
с гиперактивными NMDA-R), который усиленно 
транспортируется in  vivo в эритроциты крыс с 
ГА. Не исключено, что в дестабилизирующем 
действии мембран и последующем лизисе эрит-

роцитов могут участвовать и окисленные фор-
мы Hb, образуемые в условиях окислительного 
стресса  [93] в эритроцитах животных с ГА  [16]. 
В совокупности, согласно литературным данным, 
обнаруженные нарушения могут приводить к 
увеличению вязкости крови, ухудшению кровото-
ка в микроциркуляторном русле [94], нарушению 
связывания и освобождения кислорода Hb и, сле-
довательно, к гипоперфузии  [95], которая лежит  
в основе мультиорганных повреждений  [89] и в 
том числе неврологических расстройств и когни-
тивных нарушений  [96,  97], которые к тому же 
могут прогрессировать под действием токсиче-
ских эффектов внеклеточного Hb  [98].

В целом, полученные результаты позволяют 
сделать вывод о том, что морфофункциональные 
нарушения эритроцитов и гемоглобинемию, вы-
званные аммоний-индуцированным нарушением 
высокоинтегрированной системы метаболических 
путей, следует рассматривать как дополнитель-
ный системный «эритроцитарный» патогенети-
ческий фактор, приводящий к прогрессированию 
мультиорганной гипоксии  [99] при ГЭ.

Изменение концентрации 2,3-ДФГ в эритро-
цитах гипераммониемированных крыс. Влия-
ние MK-801. Другим эритроцитарным маркером 
нарушенной оксигенации тканей является 2,3-ДФГ, 
который образуется в шунте Рапопорта–Любе-
ринг, обходной стадии гликолиза. Снижая срод-
ство Hb к кислороду  [100], 2,3-ДФГ обеспечивает 
облегчённое высвобождение кислорода из ком-
плекса с Hb и его переход в ткани. Для дополни-
тельной оценки кислородтранспортной функции 
эритроцитов далее мы выяснили, как изменяется 
концентрация 2,3-ДФГ в эритроцитах животных с 
ГА, для которых характерна сниженная скорость 
гликолитического потока (рис. 1, 2), и какова роль 
MK-801 в поддержании нормальной внутрикле-
точной концентрации этого метаболита.

Полученные данные суммированы на рис.  6. 
Как можно видеть, концентрация 2,3-ДФГ в 
эритроцитах крыс с ГА уменьшалась достоверно 
(20%, ***  p  <  0,001) при сравнении с контролем. 
Одиночная инъекция МК-801 не влияла на ста-
ционарную концентрацию этого метаболита, а 
совместное введение МК-801 с ацетатом аммония 
не восстанавливало концентрацию 2,3-ДФГ до 
контрольного значения, и она оставалась такой 
же сниженной, как и в эритроцитах животных  
с ГА (рис.  6).

Полученные результаты свидетельствовали о 
том, что снижение концентрации 2,3-ДФГ в эрит-
роцитах крыс с ГА происходит независимо от сиг-
нального каскада, запускаемого гиперактивными 
NMDA-R, и связано исключительно с действием 
накопившегося в клетках аммиака/аммония, что 
дополнительно подтверждалось достоверной от-
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Рис. 6. Концентрация 2,3-ДФГ в эритроцитах крыс исследуемых групп (n  =  10 для каждой группы)  (а). 
Условия введения препаратов, доза, время декапитации указаны в подписи к рис.  1. Методы определения 
концентрации 2,3-ДФГ указаны в разделе «Материалы и методы». Концентрация метаболита выражена  
в ммоль/литр клеток (мМ). Данные выражены в виде «среднее значение  ± SEM». ***  p  <  0,001 по сравнению 
с животными контрольной группы. Различия между группами анализировали с помощью метода ANOVA 
с поправкой Бонферрони. Для выявления взаимосвязи между концентрацией аммония в эритроцитах и кон-
центрацией 2,3-ДФГ использовался коэффициент корреляции Пирсона  (б). Анализ проводился с использова-
нием программного обеспечения GraphPad Prism V8. Достоверная отрицательная корреляция между концен-
трацией аммония и активностью 2,3-ДФГ в эритроцитах крыс с ГА, r  =  −0,854, p  =  0,0016

рицательной корреляционной связью (r  =  −0,854, 
p  =  0,0016) между этими показателями (рис.  6,  б). 
Если учесть, что активность фермента дифосфо-
глицератмутазы (ДФГМ), катализирующей образо-
вание 2,3-ДФГ из 1,3-дисфосфоглицерата (1,3-ДФГ), 
резко тормозится при уменьшении внутриклеточ-
ного рН  [101], то можно предположить, что роль 
аммиака/аммония в ингибировании ДФГМ, как и 
других ферментов гликолиза (рис. 1), не прямая, а 
связана, как уже было сказано выше, с закислени-
ем внутриклеточной среды эритроцитов, вызван-
ным транспортом NH4+ в клетки [67]. Повышенная 
концентрация ADP, обнаруженная в эритроцитах 
крыс с ГА (рис.  3,  б) и перенаправляющая 1,3-ДФГ 
в реакцию, катализируемую фосфоглицераткина-
зой, по-видимому, также может быть косвенным 
скорость-лимитирующим фактором при синтезе 
2,3-ДФГ  [102]. NO-Радикал (NO•), образуемый в 
избытке при окислительном стрессе  [103] в ре-
зультате каталитического действия эндотелиаль-
ной  [104] и эритроцитарной NO-синтазы  [105], 
тоже может подавлять синтез 2,3-ДФГ, поскольку 
ингибирует ГАФДГ, катализирующую реакцию об-
разования 1,3-ДФГ  [106].

Следует также отметить, что сходство ме-
жду обнаруженными нами характеристиками 
эритроцитов животных с ГА с характеристиками 
эритроцитов пациентов с энзимопатиями  [107], 
диабетической нейропатией  [108], эндотоксино-
вым шоком  [109], синдромом Дауна  [110], спора-
дической формой болезни Альцгеймера  [31,  42], а 
также у пожилых людей  [111], связанными  [112] 
или не связанными с ГА  [113], позволяет сделать 
вывод о наличии дополнительных и неизвестных 
в настоящее время регуляторов синтеза 2,3-ДФГ.

Конечно, помимо 2,3-ДФГ на сродство Hb к 
кислороду могут влиять и другие факторы, такие 
как pH, pCO2, pO2, Cl−, ATP, Mg2+, Pi  [114], конфор-
мация и структура Hb, температура  [115]. Однако 

общепризнано, что 2,3-ДФГ является первооче-
редным биологическим индикатором тканевой 
гипоксии [116], сопрягающим метаболизм эритро-
цитов с системным кислородзависимым метабо-
лическим гомеостазом, лежащим в основе жизне-
деятельности всех тканей и органов организма.

Выявленная нами высокая восприимчивость 
эритроцитов крыс к повреждающему действию 
аммиака/аммония указывает на то, что наруше-
ние морфологических характеристик, показателей 
энергетического обмена и антиоксидантного ста-
туса  [16] эритроцитов является важнейшим недо-
стающим сигнальным звеном, предупреждающим 
о нарушении оксигенации тканей, которая может 
привести к возникновению неврологических рас-
стройств при ГЭ  [117], сопровождающейся ГА.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании полученных результатов мы 
сделали следующий вывод: при рассмотрении 
жизнедеятельности клеток центральной нервной 
системы в изоляции от интегрированной систе-
мы транспорта кислорода упускается из виду, что 
мозг имеет самый высокий уровень окислитель-
ного метаболизма [118] и при ограниченных запа-
сах кислорода  [39] требует постоянного снабже-
ния насыщенной кислородом кровью  [119,  120].

Эритроциты являются единственными клет-
ками в интегрированной системе транспорта 
кислорода (помимо сердечно-сосудистой и дыха-
тельной систем), способными переносить кисло-
род и поддерживать необходимый уровень окис-
лительного метаболизма в тканях. В настоящем 
исследовании нам удалось выявить последова-
тельность событий, показывающих, как аммиак-
индуцированные нарушения энергетических/
метаболических процессов, контролирующих мор-
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Рис. 7. Предполагаемая последовательность нарушений на метаболическом уровне, приводящая к взаимо-
зависимой дисфункции эритроцитов и клеток мозга при ГЭ, индуцированной гипераммониемией. ПКШ  – 
портокавальный шунт, ГК – гексокиназа, ФФК – фосфофруктокиназа, ПК – пируваткиназа, ГАФДГ – глицераль- 
дегидфосфатдегидрогеназа, СОД  – супероксиддисмутаза, ГП  – глутатионпероксидаза, ГТ  – глутатионтрансфе-
раза, Г6ФДГ  – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа

фологические и реологические характеристики 
эритроцитов  [20,  22], могут быть связаны с нару-
шением их кислородтранспортной функции и 
энцефалопатией (рис.  7).

Согласно полученным данным, самые первые 
этапы повреждающего «токсического» действия 
аммиака/аммония на эритроциты сопряжены с 
его внутриклеточным транспортом (обеих форм), 

приводящим к нарушению ионного гомеостаза 
(Na+  и  К+), торможению гликолиза, снижению 
концентрации ATP, что не удовлетворяет повы-
шенной потребности в энергии, необходимой 
для активности Na+,K+-ATPазы, направленной на 
восстановление ионного градиента, значительно 
нарушенного усиленным транспортом аммиака/
аммония в эритроциты животных с ГА.
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Блокада Na+,K+-помпы в эритроцитах живот-
ных с ГА, как показали наши исследования, не 
зависит от функциональной активности NMDA-R, 
тогда как морфологические изменения, переход 
нормальных эритроцитов в стоматоциты, нару-
шение регуляции объёма клеток, осмотической 
резистентности, усиленный лизис эритроцитов, 
накопление свободного Hb в плазме крови явля-
ются результатом токсического действия аммиака/
аммония, частично сопряжённого с гиперактив-
ными NMDA-R. Напротив, аммиак-индуцирован-
ное уменьшение активности гликолитических 
ферментов, внутриклеточной концентрации ATP, 
энергетического заряда и других показателей АН 
(кроме 2,3-ДФГ), по-видимому, полностью взаимо-
связаны с Ca2+-NO•-зависимым сигнальным ка-
скадом, запускаемым гиперактивными NMDA-R. 
Блокада Na+/K+-помпы, вызванная недостатком 
ATP, лежит в основе изменения формы эритро-
цитов (образование стоматоцитов), ухудшения 
способности к деформации и увеличения вязко-
сти крови, ухудшения кровотока в микроцирку-
ляторном русле  [74]. Уменьшение концентрации 
ATP и 2,3-ДФГ приводит к нарушению связыва-
ния и освобождения кислорода Hb и, следова- 
тельно, к гипоперфузии  [95], которая лежит в 
основе мультиорганных повреждений  [89], в том 
числе неврологических расстройств и когнитив-
ных нарушений  [23,  96,  97], которые к тому же 
могут прогрессировать под действием окисли-
тельного стресса [16] и токсических эффектов вне-
клеточного Hb, накопление которого приводит 
к развитию несовместимых с жизнью осложне- 
ний  [89,  121].

Учитывая важность причинно-следственной 
взаимосвязи «ГЭ  – ГА  – повреждение эритроци-
тов  – дисфункция мозга», мы считаем, что дан-
ные о биохимических отклонениях эритроцитов 
должны быть использованы в качестве дополни-
тельных инструментов для выявления факторов 
риска развития гипоксии и сопряжённых с ней 
неврологических расстройств и когнитивных на-
рушений. Эти дополнительные сведения особенно 
важны при лечении пациентов, у которых пока-
затели внутриклеточных процессов эритроцитов 
значительно отклонены от нормы, как, напри-
мер, у пожилых людей  [31], у которых подобные 
неврологические расстройства могут возникать 
даже при нормальных значениях SaO2 и PaO2  [32].  

А разработка новых научно обоснованных ме-
дицинских технологий восстановления внутри-
клеточного метаболизма в эритроцитах  [122] и 
снижения концентрации аммиака/аммония в 
системной циркуляции  [123–125] позволит со-
здать инновационные лекарственные препараты 
индивидуального назначения, имеющие важное 
значение для использования новых терапевти-
ческих стратегий, направленных на улучшение 
транспорта кислорода в клетки и, следовательно, 
на снижение органной недостаточности и невро-
логических расстройств у пациентов с заболева-
ниями, сопровождающимися ГА.

На основании полученных результатов мы 
приводим схему последовательности событий, 
показывающую, как первоначальный каскад 
аммиак-индуцированных нарушений энергети-
ческих/метаболических процессов, контролирую-
щих морфологические и реологические характе-
ристики эритроцитов [20,  22], может приводить к 
нарушению их кислородтранспортной функции, 
гипоперфузии, энергетическому кризису мозга и 
энцефалопатии (рис.  7).
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Hepatic encephalopathy (HE) is a prevalent neuropsychiatric syndrome occurring in patients with 
severe liver dysfunction and/or portocaval shunt. Despite more than a one hundred year history of 
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to development of encephalopathy in liver diseases have not been fully elucidated yet however, it 
is generally accepted that the main trigger of neurological complications of HE is a neurotoxin  – 
ammonia, the concentration of which in the blood increases to toxic levels (hyperammonemia, HA) 
when the detoxification function of the liver is impaired. Seamlessly penetrating into brain cells and 
affecting NMDA receptor-mediated (NMDA-R) signaling, ammonia triggers a pathological cascade lead-
ing to dramatic inhibition of aerobic glucose metabolism, oxidative stress, cerebral hypoperfusion, 
nerve cell damage, and the formation of neurological deficits. Brain hypoperfusion, in turn, may be 
associated with impaired oxygen transport function of erythrocytes, associated with impaired met-
abolic/energetic processes occurring in the membranes and inside erythrocytes and controlling the 
affinity of hemoglobin to oxygen, which determines the degree of oxygenation of blood and tissues.  
We recently confirmed the above causal relationship and identified a novel NMDA-R hyperactiva-
tion-mediated ammonium-induced prooxidant effect on erythrocytes that impairs their oxygen trans-
port function. For a more complete assessment of “erythrocytic” factors that impair brain oxygen-
ation and lead to encephalopathy, in this study we determined enzyme activity and concentration of 
metabolites of glycolysis, Rapoport-Lubering shunt, and morphological characteristics of erythrocytes 
from rats with acute HA. To assess the role of NMDA-R in the said processes, the study was conducted 
using MK-801, a non-competitive NMDA receptor antagonist. The results obtained allow us to conclude  
that morphofunctional disorders of erythrocytes and hemoglobinemia resulting from ammonium-in-
duced disruption of a highly integrated system of metabolic pathways should be considered as an 
additional systemic “erythrocytic” pathogenetic factor leading to the progression of cerebral hypoper-
fusion in HE accompanied by HA.

Keywords: hyperammonemia, hepatic encephalopathy, NMDA receptors, erythrocytes, glycolysis, 
Rapoport–Luebering shunt
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Большое количество данных указывают на участие нейротрофического фактора мозга  (BDNF) 
в патогенезе расстройств аутистического спектра  (РАС). В  ряде работ отмечался дефицит BDNF 
в гиппокампе и фронтальной коре мышей линии BTBR, являющихся моделью аутизма. Ранее 
нами было показано, что индукция сверхэкспрессии BDNF в гиппокампе мышей BTBR снижает 
тревожность и выраженность стереотипного поведения, но не влияет на социальный интерес. 
В  данном исследовании с помощью аденоассоциированного вирусного вектора мы индуциро-
вали сверхэкспрессию BDNF в нейронах фронтальной коры мышей BTBR. Нами обнаружено 
значительное усиление социального интереса в трёхкамерном социальном тесте у животных 
со сверхэкспрессией BDNF. Вместе с тем не выявлено каких-либо изменений в стереотипии, 
исследовательском и тревожном поведении, а также распознавании нового объекта. Таким 
образом, нами впервые показано, что именно BDNF во фронтальной коре критически важен 
для выраженности социального интереса у мышей BTBR, так как компенсация его дефицита 
в указанной структуре устраняет аутистически-подобное нарушение социального поведения, 
характерное для данных животных.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нейротрофический фактор мозга BDNF, аутизм, расстройства аутистического 
спектра, мыши BTBR.

DOI: 10.31857/S0320972524080087 EDN: KDSGKX

Принятые сокращения: РАС  – расстройства аутистического спектра; AAV  – аденоассоциированный вирус-
ный вектор; BDNF  – нейротрофический фактор мозга; BTBR  – линия мышей BTBR  T+  Itpr3tf/J, представляю-
щая собой модель идиопатического  РАС; EGFP  – зелёный флуоресцентный белок; SNP  – однонуклеотидный 
полиморфизм.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Расстройства аутистического спектра  (РАС)  – 
группа патологических состояний, сопровождаю-
щихся нарушением социальной коммуникации 
и стереотипным поведением. Возникновение РАС 
связывают в первую очередь с нарушением раз-
вития нервной системы. Было показано, что стра-
дающие РАС дети имеют целый ряд нейроанато-
мических отличий  [1]. Атипичная траектория 
развития мозга отражается также на микрострук-
турной организации – нарушается формирование 
кортикальных колонок и формирование функ-
циональных связей, то есть коннективность в 
целом  [2].

Патофизиология аутизма сложна и не об-
условливается одной аномалией развития или од-
ним молекулярным каскадом. На  данный момент 
известны сотни генов, ассоциированных с РАС [3], 
однако среди них можно выделить определённые 
функциональные группы: гены и сигнальные 
пути, связанные с синаптогенезом, миграцией 
нейронов и аксональным наведением, а также 
с ремоделированием хроматина  [4]. Нарушение 
работы этих генов связано с дефектами формиро-
вания, развития и функционирования нейрональ-
ных сетей.

Нейротрофические факторы играют одну из 
центральных ролей в процессах нейропластично-
сти и неизбежно участвуют в регуляции как нор-
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мального, так и патологического поведения  [5]. 
Особого внимания в контексте РАС заслуживает 
нейротрофический фактор мозга  (BDNF). Во-пер-
вых, BDNF играет ключевую роль в росте аксо-
нов и дендритов  [6]. Во-вторых, BDNF участвует 
не только в контроле выживания и дифференци-
ровки различных популяций нейронов развиваю-
щегося мозга, но также и в формировании и плас-
тичности синаптических связей  [6].

На связь BDNF и аутизма указывают много-
численные исследования уровня BDNF в сыворот-
ке пациентов с РАС, в ходе которых было показано 
его повышение по сравнению с нейротипичными 
пациентами. Эти исследования были обобщены в 
систематических обзорах и мета-анализах  [7,  8]. 
Однако известно, что на уровень BDNF в сыво-
ротке может влиять множество факторов, таких 
как: физические нагрузки  [9], состояние микро-
биоты  [10], гормональный статус и циркадные 
ритмы  [11], поэтому такие данные требуют тща-
тельного анализа. Поскольку количество работ, 
оценивающих уровень BDNF непосредственно 
в ЦНС, остаётся весьма ограниченным, на первый 
план выходят исследования на животных моде-
лях РАС. На данный момент наиболее распростра-
нены: модель синдрома ломкой X-хромосомы  – 
нокаут Fmr1, модель синдрома Ретта  – нокаут 
Mecp2, вальпроатная модель РАС, а также линия 
мышей BTBR  T+  Itpr3tf/J (BTBR)  – представляющая 
собой модель идиопатического  РАС  [12,  13]. Для 
всех вышеперечисленных моделей характерны 
изменения BDNF-сигналинга  [14]. Прямое или опо- 
средованное увеличение BDNF способствовало 
нормализации поведенческого фенотипа у жи-
вотных с нокаутом  Fmr1  [15]. Животные с нокау-
том  Mecp2 характеризуются прогрессивным сни- 
жением уровня BDNF, а также нарушением сек-
реции и транспорта BDNF. Мыши линии BTBR 
демонстрируют более комплексное нарушение 
поведения, и у них также установлен сниженный 
уровень белка BDNF и его рецепторов  [16–18].

Ранее на мышах BTBR нами были проведены 
эксперименты с внутрижелудочковым введением 
рекомбинантного BDNF и сверхэкспрессией BDNF 
в гиппокампе, вызванной при помощи аденоас-
социированного вирусного вектора  [19]. Введение 
рекомбинантного белка BDNF не смогло повли-
ять на аутистическое поведение, в то время как 
сверхэкспрессия BDNF в гиппокампе значительно 
уменьшала стереотипное поведение и тревож-
ность. Вероятно, функциональные эффекты BDNF 
в разных структурах мозга не однородны, о чём, 
например, свидетельствует разнонаправленное 
изменение уровня экспрессии BDNF в миндалине, 
гиппокампе и префронтальной коре в ответ на 
формирование памяти о страхе  [20]. Таким обра-
зом, данное исследование является логическим 

продолжением предшествующих работ, и его за-
дачей является оценить влияние сверхэкспрессии 
BDNF во фронтальной коре на поведение мышей 
линии BTBR.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Плазмиды. С  помощью праймеров (табл.  1), 
содержащих сайты распознавания эндонуклеаз 
рестрикции BamHI и  AgeI мы синтезировали 
ген  Bdnf мыши, используя мышиную кДНК в ка-
честве матрицы. Полученную последовательность 
обрабатывали эндонуклеазами рестрикции BamHI 
и AgeI («New England Biolabs», США) и лигировали 
в вектор pAAV-Syn-EGFP для экспрессии под кон-
тролем синапсинового промотора. Ген Bdnf содер-
жал стоп-кодон для получения функциональной 
формы BDNF без зелёного флуоресцентного бел-
ка  (EGFP) на С-конце. Данный стоп-кодон тем не 
менее позволяет экспрессироваться EGFP в доста-
точном для контроля эффективности экспрессии 
плазмиды в нейронах млекопитающих количе-
стве. В  качестве контроля использовали плазми-
ду, несущую только ген, кодирующий EGFP. Все 
этапы клонирования проверены секвенировани-
ем по Сэнгеру, которое было проведено на базе 
ЦКП «Геномика» СО  РАН.

Клеточная культура и трансфекция. Клетки 
HEK 293FT #  PTA-5077 («ATCC», США) использовали 
для получения векторов рекомбинантного адено-
ассоциированного вируса. Линию клеток под-
держивали в среде DMEM, содержащей 10%  FBS 
(«Sigma-Aldrich», США) и 100  ед./мл пенициллина/
стрептомицина («Sigma-Aldrich»), при 37  °C в атмо-
сфере 5%  CO2. Клетки пассировали при конфлю-
ентности не менее  70%, и культуральную среду 
обновляли каждые 2–3  дня.

Создание аденоассоциированных вирусных 
векторов (AAV). Упаковку pAAV-Syn-BDNF-EGFP 
и pAAV-Syn-EGFP в капсиды проводили путём 
котрансфекции с плазмидами AAV-DJ и pHelper 
(«Cell Biolabs Inc.», США) в HEK-клетки. Вирусные 
частицы собирали через 48  ч, согласно протоколу, 
описанному Grimm  et  al.  [21]. Количество полу-
ченных вирусных частиц определяли методом 
количественной ПЦР  (кПЦР), как было описано 
ранее  [22].

Экспериментальные животные. Исследова-
ния проводились на самцах мышей инбредной 
линии BTBR  T+ Itpr3tf/J (BTBR) (источник: Jackson 
Laboratory,  2015). Животных (вес  – 26  ±  1  г) содер-
жали в стандартных условиях SPF-вивария ИЦиГ 
СО РАН при искусственном 14-часовом освещении 
и свободном доступе к сбалансированному корму 
и воде. Мышей содержали группами по 4–5  осо-
бей в клетках системы OptiMICE («Animal Care 
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Таблица 1. Характеристика праймеров, используемых в работе

Ген Нуклеотидная последовательность 5′→3′ Температура 
отжига, °C

Длина ПЦР 
продукта, п.н.

Bdnf (плазмида) F: tagctGGATCCccaccatgttccaccaggtgagaagag
R: tagctACCGGTctatcttccccttttaatggtcagtg 62 774

Bdnf F: tacctggatgccgcaaacat
R: tgcttcagttggcctttgga 60 191

Ngfr F: acaacacccagcacccagga
R: cacaaccacagcagccaaga 62 145

Ntrk2 F: cattcactgtgagaggcaacc
R: atcagggtgtagtctccgttatt 60 175

rPol2 F: tgtgacaactccatacaatgc
R: ctctcttagtgaatttgcgtact 60 194

Systems», США), за 2  дня до тестирования поведе-
ния животных рассаживали в отдельные клетки 
того же размера для снятия группового эффекта.

В 2-месячном возрасте животным осущест-
вляли инъекцию  AAV, кодирующего BDNF (AAV-
BDNF, n  =  12) или зелёный флуоресцентный бе-
лок (EGFP) (AAV-EGFP, n  =  15). Спустя 4  недели с 
момента укола были проведены поведенческие 
тесты  (рис  1,  а). На  момент начала тестирования 
в группе AAV-BDNF n  =  10. Мыши были выведе-
ны из эксперимента через 24  ч после окончания 
поведенческих тестов. Животных умерщвляли 
углекислым газом. Мозг был извлечён на льду, 
образцы фронтальной коры были выделены в 
соответствии с онлайн-атласом мышиного мозга 
(https://scalablebrainatlas.incf.org/mouse/ABA_v3), за-
морожены в жидком азоте и хранились при тем-
пературе –80  °C до процедур выделения РНК или 
белка.

Стереотаксическое введение во фронталь­
ную кору. Перед проведением процедуры жи-
вотных наркотизировали смесью 2,2,2-трибром- 
этанола и 2-метил-2-бутанола. С  помощью сте-
реотаксической установки («TSE Systems», Герма-
ния) вирусные частицы (0,5  мкл), разведённые 
в 1×  PBS до концентрации 109  вирусных частиц 
в  мкл, вводили билатерально в область лобной 
коры, согласно координатам онлайн-атласа: AP: 
+1,5 мм, ML: ±0,5 мм, DV: 2,0 мм (https://labs.gaidi.ca/ 
mouse-brain-atlas/?ml=0.5&ap=%2B1.5&dv=2).

Поведенческие тесты. За исключением трёх-
камерного социального теста, в котором использо-
валось по 8  животных, размер выборки в осталь-
ных тестах составлял 12 и 10 животных для групп 
AAV-EGFP и AAV-BDNF соответственно.

Тест «открытое поле». Двигательная ак-
тивность оценивалась в тесте «открытое поле». 
Тестирование проводилось по стандартному про-
токолу, описанному ранее  [19]. Для покадрового 

анализа видеопотока использовалось оригиналь-
ное программное обеспечение EthoStudio  [23]. 
Общий пройденный путь, исследованная пло-
щадь арены и время в центре измерялись авто-
матически. Количество вертикальных стоек как 
мера исследовательского поведения оценивалось  
вручную.

Тест «приподнятый крестообразный лаби-
ринт». Для оценки тревожности и двигательной 
активности мышей применялся тест «припод-
нятый крестообразный лабиринт». Устройство 
установки и протокол тестирования повторяли 
те, что использовались в предыдущей работе [19]. 
С  помощью оригинального программного обес-
печения «EthoStudio» фиксировались следующие 
показатели: время пребывания в открытых и 
закрытых рукавах, а также время пребывания в 
центре лабиринта, исследованная площадь рука-
вов. Число выглядываний из закрытого рукава и 
свешивания с края арены подсчитывали вручную.

Тест «закапывание шариков». Для оценки 
стереотипного поведения применялся тест «зака-
пывание шариков» по следующему протоколу: в 
клетку на подстил толщиной 4  см раскладывали 
18  шариков из стекла (d  =  1,0  см), после чего в 
клетку с шариками помещали мышь на 30  мин. 
По  окончании теста мышь возвращали в домаш-
нюю клетку и подсчитывали, какое количество 
шариков и в какой степени (менее  ½; или бо-
лее  ½) были закопаны  [24].

Для трёхкамерного социального теста 
животное помещали в прямоугольную непрозрач-
ную клетку (60  ×  40  ×  40  см) с тремя сообщающи-
мися отсеками (OpenScience, Россия). На  первом 
(ознакомительном) этапе мышь сажали в цен-
тральный отсек и в течение 10  мин животное 
могло свободно исследовать все отсеки. На втором 
этапе мышь располагалась в центральном отсе-
ке, а в боковые камеры помещали новый объект  
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Рис. 1. Индукция сверхэкспрессии BDNF в гиппокампе мышей BTBR. а  –  Дизайн эксперимента. б  –  Репре-
зентативная микрофотография среза мозга мышей линии BTBR после инъекции AAV-EGFP. Видны области 
фронтальной коры и отдельные нейроны, экпрессирующие зелёный флуоресцентный белок. Размерная шка-
ла  – 50 мкм. ACA  – область опоясывающей коры; PL  – прелимбическая область; Mos  – вторичная моторная 
область. в  –  Уровень экспрессии гена Bdnf; г  –  уровень белка зрелой формы BDNF; д  –  уровень белка про-
формы BDNF во фронтальной коре мышей BTBR, получивших инъекцию AAV-EGFP и AAV-BDNF. Уровень 
экспрессии рецепторов к BDNF: Ntrk2  (е) и Ngfr  (з), и уровни соответствующих белков TrkB  (ж) и  p75NTR  (и) 
во фронтальной коре мышей линии BTBR после инъекции AAV-EGFP и AAV-BDNF. Уровни мРНК  (б, д и  ж) 
представлены как число копий кДНК целевого гена, отнесённое на 100  копиям кДНК  rPol2. На  графиках  
(в, г, е и  з) приведены количественная оценка интенсивности хемилюминесцентного сигнала и резуль-
тат иммуноблота на мембране. Уровни белка представлены в относительных единицах, нормализован-
ных на уровень соответствующего GAPDH и представлены как процент от контроля. Данные представлены 
как  m  ±  SEM. ***  p  <0,001  – для группы AAV-BDNF относительно группы AAV-EGFP
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и другую мышь. Каждому тестируемому животно-
му давали возможность исследовать все 3 камеры 
в течение 10  мин. Время пребывания в каждой 
камере и время обнюхивания (носом к клетке на 
расстоянии менее 2  см) регистрировали с помо-
щью программного обеспечения «EthoStudio». 
Индекс социального предпочтения рассчитывали 
как разницу во времени взаимодействия с новой 
мышью и новым объектом, делённую на общее 
время, проведённое в двух боковых камерах или 
обнюхивая цели.

Тест «распознавание нового объекта» про-
водили в классической арене, где на равном от 
стенок расстоянии помещали объекты [25]. В пер-
вый (тренировочный) день тестируемым живот-
ным предъявлялись 2  одинаковых объекта. Для 
устранения предпочтения животными тех или 
иных характеристик объектов половине мышей 
каждой группы предъявлялся объект  X, а другой 
половине  – объект  Y. Животных помещали по 
одному на арену, где они могли свободно взаимо-
действовать с объектами в течение 5 мин. В день 
тестирования на арену помещали один из старых 
предметов вместе с новым, незнакомым живот-
ному, после чего также предоставляли 5  мин на 
исследование объектов. Время взаимодействия с 
новыми и старыми объектами записывали вруч-
ную в «EthoStudio». Регистрировали следующие 
взаимодействия с предметом: обнюхивание (рас-
стояние от носа менее 1 см) и стойки с опорой на 
предмет. Индекс дискриминации рассчитывался 
как d = d1/e1, где d1 – время, потраченное на изуче-
ние нового объекта, минус время, потраченное на 
изучение знакомого объекта, а e1  – общее время 
исследования во время изучения двух идентич-
ных объектов.

Количественная ОТ-ПЦР. Суммарную РНК 
выделяли с помощью ExtractRNA («Евроген», Рос-
сия), обрабатывали ДНКазой без РНКазной актив-
ности (RNase free DNase, 1000  о.е./мл; «Promega», 
США) в соответствии с протоколами производи-
телей. РНК разводили водой до концентрации 
0,125  мкг/мкл. На  основе полученной общей РНК 
синтезировали кДНК. ПЦР проводили на ампли-
фикаторе LightCycler  480 System («Roche», Швей-
цария). кДНК  (1  мкл) смешивали с 19  мкл смеси 
Master mix («Синтол», Россия), приготовленной 
согласно инструкции производителя. Праймеры, 
используемые для амплификации кДНК исследуе-
мых генов, представлены в табл.  1. Серия разведе-
ний геномной ДНК  (0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 
8, 16, 32, 64 и 128  нг/мкл) была амплифицирована 
одновременно и была использована как внешний 
стандарт для построения калибровочной кривой. 
Калибровочная кривая была построена автомати-
чески программным обеспечением LightCycler 480 
(«Roche Applied Science»). Экспрессию генов пред-

ставляли как отношение количества копий кДНК 
анализируемого гена к  100  копиям гена  rPol2, 
выполняющего функцию внутреннего стандар-
та  [26,  27].

Вестерн-блот-анализ. Для определения уров-
ня общего белка образцы ткани гомогенизирова-
ли в 300  мкл лизирующего буфера, содержащего 
100  мМ  Tris-HCl (pH  8,4), 300  мМ  NaCl, 4  мМ  EDTA, 
0,2%  (w/v)  Triton  X-100; 1мМ  NaVO4, 2  мМ  PMSF, 
1 мМ смеси ингибиторов протеаз («Sigma-Aldrich»). 
Гомогенат инкубировали на льду 60  мин и цен-
трифугировали (12  000  g, 15  мин) с последующим 
отбором супернатанта. Количество общего белка 
было измерено по методу BCA с использованием 
коммерческого набора Pierce BCA Protein Assay Kit 
(«Thermo Fisher Scientific  Inc.», США). Пробы раз-
водили до концентрации 1500  мкг/мл с помощью 
2-кратного буфера Лэммли и хранили при тем-
пературе –20  °С. Проводили термическую обра-
ботку проб для денатурации белка (5  мин, 95  °С). 
Экстракты белка (15  мкг на дорожку) разделяли 
с помощью 10%-ного разделяющего SDS-PAGE. 
Затем белки переносили на нитроцеллюлозную 
мембрану («Bio-Rad Laboratories  Inc.», США) с 
помощью системы для полусухого электроблот-
тинга Trans-Blot Turbo Transfer System («Bio-Rad 
Laboratories  Inc»).

Для иммунодетекции белка мембрану бло-
кировали 5%-ным сухим обезжиренным моло-
ком, разведённом в буфере TBS-T (Tris Bufferd 
Saline, «Bio-Rad Laboratories  Inc.») с добавлением 
0,05%  (v/v) Tween  20, в течение часа при комнат-
ной температуре и инкубировали с первичными 
антителами при 4  °C в течение ночи  (табл.  2).

После первичных антител мембрану отмыва-
ли 5 раз по 5 мин буфером TBS-T и инкубировали 
со вторичными поликлональными антителами 
(табл. 2), конъюгированными с пероксидазой хре-
на, при комнатной температуре в течение часа. 
Затем мембрану снова отмывали 5  раз по 5  мин 
буфером  TBS-T.

Связанные антитела визуализировали с помо-
щью Clarity Western ECL («Bio-Rad Laboratories Inc»), 
в соответствии с инструкцией производителя, 
и сканера C-Digit Blot Scanner («Li-Cor», США). 
Для  каждой мембраны проводилось измерение 
конститутивного белка GAPDH в качестве внут-
реннего стандарта для дальнейшей нормировки. 
Экспрессия белка выражалась в относительных 
единицах. Плотность бендов определялась с по-
мощью денситометрии для количественной оцен-
ки содержания белка при помощи программы 
Image  Studio  Lite  5.2.

Микроскопия срезов мозга. Два животных 
из группы AAV-BDNF и одно животное из груп-
пы AAV-EGFP транскардиально перфузировали 
фосфатно-солевым буфером  (PBS) и 4%-ным рас-
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Таблица 2. Характеристика антител, используемых в работе

Белок
Первичные антитела Вторичные антитела:  

разведение, шифр производителяразведение шифр производителя

BDNF 1  :  1000 Ab108319 («Abcam», Великобритания)

против кролика;  
разведение 1  :  10  000;  
G-21234 («Invitrogen», США)

proBdnf 1  :  200 Sc-65514 («Santa Cruz», США)

TrkB 1  :  500 Ab 18987 («Abcam»)

p75NTR 1  :  500 Ab38335(«Abcam»)

GAPDH 1  :  5000 HC301-01(«TransGen Biotech», КНР)
против мыши;  
разведение 1  :  30  000;  
ab6728 («Abcam»)

твором параформальдегида. Мозг извлекали и 
постфиксировали 4%-ным параформальдегидом 
на 6  ч, затем погружали в 30%-ный раствор са-
харозы в PBS на 2  дня. Последовательные срезы 
толщиной 10  мкм делали в криостате («Thermo 
Scientific», США). Ядра клеток окрашивали рас-
твором бис-бензимида (краситель Hoechst  33258 
(5  мкг/мл в PBS); «Sigma-Aldrich»). Срезы помещали 
в монтирующую среду с DAPI  (ab104139, «Abcam») 
для последующего микроскопического анализа 
с использованием конфокального микроскопа 
Olympus IX83P2ZF («Olympus Corp.»,  Япония).

Статистическая обработка результатов. Пе
ред началом эксперимента мы осуществили пред-
определение размера выборки. Основываясь на 
предыдущих исследованиях (в особенности соци-
ального поведения в «трёхкамерном социальном 
тесте»), нами была выбрана сила эффекта, рав-
ная  1,4. При α  =  0,05 и минимально приемлемой 
мощности, равной  80%, оптимальный размер 
выборки был равен 8  животным. Соответствие 
выборки нормальному распределению проверяли 
с помощью тестов Д’Агостини–Пирсона и Колмо-
горова–Смирнова. Для выявления и исключения 
выбросов из выборки использовался Q-крите-
рий Диксона. После проверки на соответствие 
нормальному распределению данные обрабаты-
вались с помощью t-критерия Стьюдента или 
U-критерия Манна–Уитни. Статистический ана-
лиз данных проводился с помощью программы 
GraphpPad prism  9.1.0, анализ мощности выборки 
выполнили с помощью программы G*Power. Все 
значения представлены как  m  ±  SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Инъекция AAV-ВDNF вызвала повышение 
уровня мРНК Bdnf более чем в 60  раз (t  =  7,17; 
df  =  20; p  <  0,0001; рис.  1,  в). Вестерн-блот-анализ 
также показал, что уровень белка BDNF во фрон-

тальной коре экспериментальных животных зна-
чительно повысился  (t  =  7,10; df  =  19; p  <  0,0001; 
рис.  1,  г). Однако уровень проформы (proBDNF) 
не  изменился  (рис.  1,  д).

Индукция сверхэкспрессии BDNF во фрон-
тальной коре мышей BTBR привела к значимому 
повышению уровня мРНК Ngfr  (t  =  4,22; df  =  20; 
p  =  0,0004; рис.  1,  з), но не отразилась на уровне 
кодируемого им белка p75NTR  (рис.  1,  з). В  то же 
время не было обнаружено эффекта на экспрес-
сию Ntrk2 и уровень белка TrkB  (рис.  1,  е  и  ж). 
Интересно, что в нашей предыдущей работе  [19], 
при индукции сверхэкспрессии BDNF в гиппо-
кампе мышей BTBR было обнаружено увеличе-
ние уровня белка proBDNF. Однако если уровень 
зрелой формы вырос 10-кратно, уровень proBDNF 
вырос не более чем на  50%. Таким образом, не 
столь удивительно, что во фронтальной коре 
мы не наблюдали никакой разницы в уровне 
proBDNF после индукции сверхэкспрессии BDNF. 
Такому очевидному разобщению между уровнем 
проформы и зрелым белком BDNF, вероятно, име-
ется объяснение. Одним из важнейших фермен-
тов, осуществляющих расщепление proBDNF, яв-
ляется матриксная металлопротеиназа  9  (MMP-9),  
при этом BDNF сам стимулирует транскрипцию 
данного белка  [28]. Можно предположить, что в 
условиях сверхэкспрессии BDNF через MMP-9 мо-
жет многократно повысить эффективность рас-
щепление proBDNF по механизму положительной 
обратной связи, практически не оставляя про-
формы в свободном виде. Однако данное предпо-
ложение требует дополнительных исследований.

Сверхэкспрессия ВDNF не повлияла на двига-
тельную активность, исследовательское и тревож-
ное поведение в тестах «открытое поле» и «при-
поднятый крестообразный лабиринт». Индекс 
дискриминации и общее время исследования 
объектов в тесте «распознавание нового объекта» 
не отличались у животных групп AAV-EGFP и AAV-
BDNF, это свидетельствует о том, что сверхэкспрес-
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Таблица 3. Результаты поведенческих тестов

Характеристика AAV-EGFP AAV-BDNF

Тест «открытое поле»

Время в центре арены, % 17,63 ± 2,43 16,89 ± 2,43

Исследованная площадь арены, % 97,37 ± 0,48 95,81 ± 1,44

Путь, м 34,02 ± 2,55 32,89 ± 2,78

Вертикальные стойки, число 11,00 ± 1,14 8,5 ± 1,3

Тест «приподнятый крестообразный лабиринт»

Время в открытых рукавах, % 47,12 ± 4,58 56,67 ± 2,76

Исследованная площадь открытых рукавов, % 78,79 ± 6,02 90,95 ± 1,58

Время в закрытых рукавах, % 35,45 ± 3,48 30,78 ± 2,39

Исследованная область закрытых рукавов, % 82,47 ± 0,91 85,52 ± 1,26

Путь, м 9,22 ± 0,60 10,20 ± 0,52

Свешивания с края платформы, число 55,80 ± 6,87 40,70 ± 2,64

Тест «закапывание шариков»

Закопанные шарики более  ½ 6,87 ± 0,96 8,5 ± 1,28

Закопанные шарики менее  ½ 11,13 ± 0,96 9,5 ± 1,28

Тест «распознавание нового объекта»

Общее время исследования, с 17,48 ± 3,16 17,80 ± 4,29

Индекс дискриминации 0,14 ± 0,60 0,25 ± 0,16

сия BDNF не повлияла на распознавание объектов 
и неофобию  (табл.  3). Также не было выявлено 
эффекта сверхэкспрессии BDNF в коре на стерео-
типию. Ранее нами было показано, что сверхэкс-
прессия BDNF в гиппокампе мышей BTBR оказыва-
ла анксиолитический эффект, а также уменьшала 
стереотипное поведение [19], аналогичные данные 
были получены и на крысиной модели РАС [29].

Сверхэкспрессия BDNF в коре привела к уве-
личению индекса социального предпочтения 
(t  =  3,72; df  =  13; p  =  0,0026; рис.  2) в «трёхкамер-
ном социальном тесте». Кроме того, животные 
из группы AAV-BDNF достоверно больше времени 
тратили на исследование социального объекта 
(t  =  5,77; df  =  13; p  <  0,0001; рис. 2). Примечательно, 
что при центральном введении BDNF и интра-
гиппокампальной инъекции AAV-BDNF такого эф-
фекта в аналогичном тесте не наблюдалось  [19]. 
Таким образом, можно заключить, что BDNF во 
фронтальной коре мышей BTBR специфически 
регулирует распознавание и/или предпочтение 
социального объекта.

Патогенез расстройств аутистического спек-
тра до сих пор является горячей темой для дис-
куссий, однако некоторые факты неизменно 
указывают на значительный вклад BDNF в клю-
чевые процессы, затронутые при  РАС. Данные, 
свидетельствующие о повышенном уровне BDNF 
у пациентов с РАС непосредственно в ЦНС ограни-
чены лишь несколькими публикациями  [30,  31]. 
Кроме того, недостаточная специфичность мето-
да ИФА, применяемого при оценке уровня BDNF 
post-mortem, может показать ложно-повышенный 
уровень нейротрофина за счёт proBDNF. Так, в 
исследовании post-mortem уровня BDNF в верете-
нообразной извилине пациентов с РАС методом 
ИФА было показано увеличение BDNF, однако 
последующий вестерн-блот-анализ выявил, что 
оно было связано с proBDNF  [32]. Таким образом, 
несмотря на показанное ранее увеличение содер-
жания BDNF в сыворотке и некоторых данных  
post-mortem о повышенном уровне BDNF в базаль-
ных отделах переднего мозга  [30,  31], соотнести 
их друг с другом достаточно сложно.
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Рис. 2. Эффект сверхэкспрессии BDNF во фронталь-
ной коре мышей BTBR на поведение в «трёхкамерном 
социальном тесте»: а  –  индекс социального предпо-
чтения; б  –  время исследования социального объек-
та. Данные представлены как m  ±  SEM. **  p  <  0,01 
и  ***  p  <  0,001  – для животных группы AAV-BDNF 
по  сравнению с AAV-EGFP

Вместе с тем данные, полученные на живот-
ных, в большей степени свидетельствуют о вкладе 
транскрипционной дисрегуляции, недостаточной 
биодоступности BDNF и нарушении его сигна-
линга в развитие социальных дефицитов. Тако-
вые наблюдаются у мышей, экспрессирующих 
сплайсированную форму кальций-зависимого 
активатора секреции  (CADPS2), которая вызывает 
снижение высвобождения BDNF  [33]. Сплайсиро-
ванная форма CADPS2 также встречается у паци-
ентов с РАС  [34]. Распространённый однонуклео-
тидный полиморфизм (SNP) Val66Met в гене BDNF 
человека снижает BDNF-сигналинг, зависящий от 
активности, не изменяя базальный уровень BDNF. 
Мыши-носители Met-аллеля демонстрируют сни-
жение индекса социального предпочтения  [35].

В исследовании Li  et  al.  [36] было показано, 
что проекционный путь орбито-фронтальная 
кора–базолатеральная миндалина модулирует 
социальное поведение как у людей-обладателей 
SNP Val66Met в гене  BDNF, так и у мышей с ана-
логичным аллелем. Авторами была выдвинута 
гипотеза о том, что существует временное окно, 
благодаря которому дефицит BDNF может иметь 
решающее значение в формировании нарушений 
социального поведения. Более того, с помощью 
сверхэкспрессии BDNF в медиальной орбито-
фронтальной коре молодых мышей удалось вос-
становить длительность социальных контактов 
мышей BDNFMet|Met до уровня мышей дикого типа 
(BDNFVal|Val). Однако в данной работе сверхэкспрес-
сия осуществлялась во всех типах клеток за счёт 
CMV-промотора.

Для мышей BTBR неоднократно сообщалось 
о снижении экспрессии BDNF в гиппокампе и 
коре головного мозга  [16–18]. При этом в работе 
Jasien  et  al.  [16] показано снижение в коре уровня 

именно зрелой формы  BDNF, но в недавнем ис-
следовании Bove  et  al.  [37] подобного снижения 
продемонстрировано не было. Стоит, однако, от-
метить, что в работе Bove  et  al.  [37] не приведе-
ны данные о транскрипции гена Bdnf и уровне 
proBDNF. Примечательно, что в исследовании 
Scattoni  et  al.  [38] обработка BDNF срезов гиппо-
кампа мышей BTBR не могла индуцировать фаси-
литацию, что авторы связали со сниженной экс-
прессией рецептора  TrkB. Также было показано, 
что экспрессия TrkB снижена и во фронтальной 
коре  [16]. Именно нарушением сигналинга мож-
но было бы объяснить обнаруженное нами ранее 
отсутствие эффекта от центральной инъекции ре-
комбинантного белка BDNF  [19]. Таким образом, 
социальный дефицит у мышей BTBR можно свя-
зать, хотя бы отчасти, с недостаточным процес-
сингом и сигналингом BDNF во фронтальной коре. 
Вероятно, индукция сверхэкспрессии именно ней-
ронального BDNF позволила нам компенсировать 
не только дефицит зрелой формы нейротрофина, 
но и преодолеть также ограничения, наложенные 
недостатком рецепторов  TrkB.

Настоящее исследование, показывающее улуч- 
шение социального поведения на мышах ли-
нии  BTBR в ответ на индукцию сверхэкспрессии 
BDNF в нейронах фронтальной коры, согласуется с 
вышеупомянутыми данными о роли BDNF в регу-
ляции социального поведения. В  контексте пред-
шествующих работ с введением AAV-BDNF в гип-
покамп и введении рекомбинантного BDNF  [19] 
можно также сказать, что дефицит BDNF именно 
во фронтальной коре и лимбической системе вно-
сит вклад в патогенез  РАС. Также данная работа 
подчёркивает важность разработки терапевтиче-
ских стратегий при  РАС, направленных на BDNF-
систему.
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OVEREXPRESSION OF BRAIN-DERIVED  
NEUROTROPHIC FACTOR (BDNF) IN THE FRONTAL CORTEX 

ENHANCES SOCIAL INTEREST IN BTBR MICE,  
A MODEL OF AUTISM

Y. P. Kaminskaya, T. V. Ilchibaeva, A. I. Shcherbakova, E. R. Allayarova,  
N. K. Popova, V. S. Naumenko, and A. S. Tsybko*

Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics,  
Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,  

630090 Novosibirsk, Russia; e-mail: antoncybko@mail.ru

A large body of evidence implicates brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in the pathogenesis 
of autism spectrum disorders (ASD). A number of studies have noted BDNF deficiency in the hippo-
campus and frontal cortex of BTBR mice, which are a model of autism. We have previously shown 
that induction of BDNF overexpression in the hippocampus of BTBR mice reduces anxiety and the 
severity of stereotypic behavior, but does not affect social interest. In the present study, we induced 
BDNF overexpression in frontal cortical neurons of BTBR mice using an adeno-associated viral vector. 
We found a significant increase in social interest in the three-chamber social test in animals from the 
experimental group. At the same time, no changes were revealed in stereotypy, exploratory and anxi-
ety-like behavior, as well as novel object recognition. Thus, we have shown for the first time that the 
BDNF in the frontal cortex is critically important for the expression of social interest in BTBR mice, 
since compensation for its deficiency in this structure eliminates the autism-like disorder of social 
behavior characteristic for these animals.

Keywords: brain-derived neurotrophic factor (BDNF), autism, autism spectrum disorders, BTBR mice
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Липоксигеназный каскад растений является источником окисленных производных жирных 
кислот  – оксилипинов, которые играют важную роль в регуляторных процессах, а также при 
формировании ответных реакций на воздействие стрессовых факторов. Одними из самых рас-
пространенных ферментов липоксигеназного каскада являются 13-специфичные гидропероксид
лиазы (ГПЛ, синоним «гемиацетальсинтазы») подсемейства  CYP74B. В  настоящей работе опи-
сано обнаружение и клонирование гена CYP74B34 моркови (Daucus carota L.), а также описание 
биохимических свойств соответствующего рекомбинантного фермента. Фермент CYP74B34 про-
являет активность в отношении 9- и 13-гидроперекисей линолевой (9-ГПОД и 13-ГПОД соответ-
ственно) и α-линоленовой (9-ГПОТ и 13-ГПОТ соответственно) кислот. CYP74B34 специфически 
превращает 9-ГПОТ и 13-ГПОТ в альдокислоты (продукты ГПЛ). Превращение 13-ГПОД приводит 
к образованию альдокислот (в качестве основных продуктов) и эпоксиспиртов (в качестве минор-
ных продуктов). Эпоксиспирты являются продуктами активности эпоксиалкогольсинтазы  (ЭАС). 
В  то же время в случае превращения 9-ГПОД основными продуктами являются эпоксиспирты, 
а минорными  – альдокислоты. Таким образом, фермент CYP74B34 является первым описанным 
у моркови ферментом с двойной активностью ГПЛ и  ЭАС. Присутствие соответствующих ката-
литических активностей подтверждено результатами анализа профилей оксилипинов корней 
молодых проростков и зрелых растений. Кроме того, в работе описаны результаты замены ами-
нокислотного остатка в одном из каталитически важных сайтов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: липоксигеназный каскад, цитохромы Р450, семейство CYP74, гидропероксид
лиаза, эпоксиалкогольсинтаза, Daucus carota.

DOI: 10.31857/S0320972524080092 EDN: KDMQSB

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Оксилипины  – биоактивные метаболиты, об-
разующиеся при окислении полиненасыщенных 
жирных кислот  (ПНЖК), широко распространены 
во всех организмах: животных, растениях, бак-
териях, грибах и водорослях  [1–6]. Это семейство 
структурно разнообразных соединений может об-
разовываться в результате как неферментативных, 
так и ферментативных реакций  [7–10]. Биосинтез 
большинства растительных оксилипинов начина-
ется с липоксигеназ  (ЛОГ), превращающих лино-
левую и α-линоленовую кислоты в соответствую-
щие 9- или 13-гидроперекиси, которые являются 
субстратами для нескольких типов ферментов, 

включая алленоксидсинтазы (АОС), гидропероксид
лиазы  (ГПЛ), дивинилэфирсинтазы  (ДЭС), эпокси-
алкогольсинтазы (ЭАС), пероксигеназы, редуктазы,  
а также для вторичных превращений, катализи-
руемых  ЛОГ  [10,  11]. Из  этих ферментов четыре 
(АОС, ГПЛ, ДЭС и  ЭАС) образуют отдельное се-
мейство CYP74 цитохромов  Р450, основанное на 
сходстве белковых последовательностей и био-
химических свойств  [2,  12,  13]. Семейство CYP74 
растений входит в состав клана CYP74, наряду с  
CYP74-подобными ферментами протеобактерий 
[2], бурых водорослей  [14], а также некоторых жи- 
вотных  [2,  15–18], которые по требованиям но-
менклатуры (более 40% идентичности амино-
кислотных последовательностей) нельзя отнести 
к семейству CYP74. Поэтому было введено поня-
тие клана CYP74  [19], объединяющего ферменты 
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Принятые сокращения: АОС – алленоксидсинтаза; ГПЛ – гидропероксидлиаза; 9-Г(П)ОД – (9S,10E,12Z)-9-гидро
(перо)кси-10,12-октадекадиеновая кислота; 13-Г(П)ОД  – (9Z,11E,13S)-13-гидро(перо)кси-9,11-октадекадиено
вая кислота; 9-Г(П)ОТ  – (9S,10E,12Z,15Z)-9-гидро(перо)кси-10,12,15-октадекатриеновая кислота; 13-Г(П)ОТ  –  
(9Z,11E,13S,15Z)-13-гидро(перо)кси-9,11,15-октадекатриеновая кислота; ГХ-МС  – газовая хромато-масс-спектро-
метрия; ДЭС  – дивинилэфирсинтаза; ЭАС  – эпоксиалкогольсинтаза; Ме/ТМС  – триметилсилилированное про-
изводное метилового эфира.

семейства  CYP74, а также представителей других 
семейств, проявляющих сходство с этими фермен-
тами по структуре, механизмам каталитического 
действия и результатам филогенетических иссле-
дований. Интересно, что в последние годы среди 
членов клана CYP74 мы обнаружили ферменты, 
проявляющие несколько активностей, такие как 
LuDES/HPL с дополнительной эпоксиалкогольсин-
тазной активностью  [20].

Одними из ферментов, обнаруженных у всех 
изученных к настоящему времени наземных 
растений, являются гидропероксидлиазы, кото-
рые относятся к подсемействам CYP74B  [21–31], 
CYP74C  [23,  32–37], CYP74L  [38,  39], CYP74E  [40], 
CYP74F  [41] и CYP74G  [42]. При этом было показа-
но, что 13-специфичные ГПЛ подсемейства CYP74B 
обладают дополнительной активностью ЭАС  [31], 
а 13-специфичная ГПЛ CYP74L1 плаунка Selaginella 
moellendorffii обладает дополнительными актив-
ностями ЭАС и  АОС  [39]. Более того, ферменты 
подсемейства CYP74C обладают двойной активно-
стью ГПЛ и  ЭАС в зависимости от используемого 
субстрата  [37].

В данной работе мы сообщаем о выявлении 
и  клонировании гена CYP74B34 моркови и био-
химической характеристике соответствующего 
рекомбинантного фермента. До  настоящей рабо-
ты был известен единственный фермент CYP74 
моркови  – CYP74B33, который был определен как 
9-специфичная алленоксидсинтаза с дополнитель
ными активностями ГПЛ и ЭАС  [43]. Последова-
тельности CYP74B33 и CYP74B34 являются сходны- 
ми по каталитически важным доменам; и в ра-
боте описано влияние единственного каталити-
чески важного сайта, по которому различаются 
последовательности этих двух ферментов. Кроме 
того, в работе описываются профили оксилипи-
нов корней молодых и зрелых растений моркови.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Линолевая и α-линоленовая 
кислоты, соевая липоксигеназа V  типа, а также 
метанол для высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ) были получены от фирмы 
«Sigma-Aldrich» (США); боргидрид натрия, сили-
лирующие реагенты, N-нитрозотолуол-4-суль
фометиламид (диазальд) и изопропанол  – от 
фирмы «Fluka» (Швейцария). (9S,10E,12Z)-9-Гидро

перокси-10,12-октадекадиеновую (9-ГПОД) и 
(9S,10E,12Z,15Z)-9-гидроперокси-10,12,15-октадека-
триеновую (9-ГПОТ) кислоты получали в резуль-
тате инкубации соответствующих кислот с реком-
бинантной липоксигеназой ZmLOX3 (GeneBank: 
AAG61118.1) кукурузы (Zea mays)  [44] в 100  мМ 
Na-фосфатном буфере (рН  6,0) при 0  °С при посто-
янном кислородном барботаже. (9Z,11E,13S)-13-Гид-
роперокси-9,11-октадекадиеновую (13-ГПОД) и 
(9Z,11E,13S,15Z)-13-гидроперокси-9,11,15-октадека-
триеновую (13-ГПОТ) кислоты получали в резуль-
тате инкубации соответствующих кислот с соевой 
липоксигеназой V  типа в 50  мМ буфере Tris-HCl 
(рН  9,0) при 23  °C при постоянном кислородном 
барботаже. Экстрагированные гидроперекиси (в 
виде свободных карбоксильных кислот) дважды 
очищали методом ВЭЖХ на нормальной фазе 
на двух последовательно соединенных колонках 
Kromasil  Si (7  мкм; 4,0  ×  250  мм; «Elsico», Россия) 
в изократическом режиме (скорость потока  – 
0,4  мл/мин), используя смесь гексана, изопропано-
ла и уксусной кислоты (98,1/1,8/0,1  (v/v)). Гидропе-
рекиси были хроматографически чистыми и как 
минимум на  98% оптически чистыми, как было 
определено с помощью хирально-фазовой  ВЭЖХ.

Методы биоинформатики. Поиск нуклео-
тидных и аминокислотных последовательностей 
представителей семейства CYP74 проводили в 
базах данных NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
entrez), а их сравнение проводили с помощью 
программы BLAST. Множественное выравнивание 
аминокислотных последовательностей, анализ 
нуклеотидных последовательностей, а также кон-
струирование праймеров проводили с помощью 
программы Vector NTI Advance  11.5 («Invitrogen», 
США). Для построения филогенетического древа 
аминокислотные последовательности вырав-
нивали с использованием программы ClustalW, 
интегрированной в пакет программ MEGA10  [45]. 
Молекулярно-филогенетический анализ про-
веден методом максимального правдоподобия 
(Maximum Likelihood method) с применением 
модели коррекции Пуассона  [46]. Устойчивость 
полученного филогенетического дерева оценива-
ли методом бутстрепа, используя 1000  бутстреп- 
реплик  [47].

Клонирование гена CYP74B34. Корни (100 мг) 
молодых проростков моркови собирали, замора-
живали и гомогенизировали, растирая в жид-
ком азоте. Тотальную РНК из корней выделяли  
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Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры, использованные для клонирования гена, кодирующего фермент 
CYP74B34, и сайт-направленного мутагенеза

Название праймера Последовательность 5′→3′

CYP74B34EkF gACgACgACAAgATGTCAGCTAGCGATAAAACACC

CYP74B34EkR gAggAgAAgCCCggTGCATGCTTAGCCTTTTCGAG

CYP74B34_P355Af CTCAACCCGCCCGTTGCTCTCCAGTTCG

CYP74B34_P355Ar CGAACTGGAGAGCAACGGGCGGGTTGAG

CYP74B33_A367Pf GGCTCAACCCGCCCGTGCCATTACAATATGCGAG

CYP74B33_A367Pr CTCGCATATTGTAATGGCACGGGCGGGTTGAGCC

Примечание. Серым цветом выделены последовательности, необходимые для безлигазного клонирования 
в векторе pET-32 Ek/LIC. Полужирным шрифтом выделены кодоны, измененные сайт-направленным мута-
генезом.

с помощью коммерческого набора RNeasy Plant 
Mini Kit («Qiagen», США), после чего препарат под-
вергали обработке ДНКазой («Qiagen»). Определе-
ние концентрации РНК проводили с помощью 
флуориметра Qubit («Invitrogen») и коммерческого 
набора Quant-iT TM RNA HS Assay Kit («Invitrogen»). 
Для постановки реакции обратной транскрипции 
и получения двуцепочечной кДНК использовали 
коммерческий набор MINT («Евроген», Россия). 
Полученную двуцепочечную кДНК использовали 
для амплификации открытой рамки считывания 
гена CYP74B34 моркови с помощью Q5®High-
Fidelity 2X  Master Mix («NEB», США) и праймеров, 
перечисленных в табл. 1. Полученную последова-
тельность длиной 1437  п.н., кодирующую белок 
длиной 479  аминокислотных остатков, клониро-
вали в векторе pET-32 EK/LIC («Novagen», США) 
методом безлигазного клонирования.

Сайт-направленный мутагенез генов 
CYP74B33 и CYP74B34. Модификацию первичной 
структуры рекомбинантных белков проводили, 
используя метод сайт-направленного мутагене-
за, разработанный для генов, клонированных 
на плазмидных векторах  [48,  49]. Для синтеза 
мутантных плазмид проводили ПЦР с исполь-
зованием Q5®High-Fidelity 2X  Master Mix («NEB») 
и праймеров, перечисленных в табл.  1. Анализ 
результатов сайт-направленного мутагенеза про-
водили с помощью генетического анализатора 
Нанофор  5  («Синтол»,  Россия).

Получение рекомбинантных ферментов ди- 
кого типа и мутантных форм. Для наработ
ки рекомбинантного фермента CYP74B34 ис-
пользовали вектор pET-32 EK/LIC системы рЕТ 
(«Novagen»), реципиентом которого служили  
клетки штамма Escherichia coli Rosetta-gami(DE3) 
pLysS  В («Novagen»). Клетки бактериального про-
дуцента засевали в 2  мл среды LB/М9  (1/1  (v/v)),  
содержащей 500  мг/литр ампициллина, 

12,5  мг/литр тетрациклина, 35  мг/литр канами-
цина и 35  мг/литр хлорамфеникола. Культуру  
клеток выращивали в шейкере-инкубаторе в те-
чение 14  ч при 37  °С, после чего суспендировали 
в 1  литре свежей среды LB/М9 c теми же анти-
биотиками. Культуру клеток продуцента выра-
щивали при интенсивной аэрации (250  об./мин) 
и умеренной температуре (32  °C) до поглощения 
при 600  нм, равного  0,6–0,8. Клеточную суспен-
зию быстро охлаждали до 20  °С на ледяной бане, 
немедленно добавляли индуктор изопропил-β-
D-1-тиогалактопиранозид до конечной концен-
трации 0,1  мМ и предшественник гема – δ-амино
левулиновую кислоту  – из расчета 50  мг/литр. 
Индуцированные таким образом клетки инкуби-
ровали в течение 14  ч при умеренной аэрации 
(180  об./мин) и пониженной температуре (20  °C), 
после чего клетки собирали центрифугированием 
(7500  g,  5  мин,  4  °С).

Клеточные лизаты получали путем механи-
ческого разрушения с помощью системы French 
Press Cell Disrupter («Thermo Scientific», США). 
Очистку рекомбинантного белка проводили ме-
таллоаффинной хроматографией на колонках 
Bio-Scale Mini Profinity IMAC в хроматографиче-
ской системе BioLogic  LP («Bio-Rad», США). Целе-
вой белок элюировали Na-фосфатным буфером 
(рН  7,0), содержащим 30  мМ гистидина. Наработ-
ку белка, а также степень очистки оценивали по 
результатам Ds-Na-ПААГ-электрофореза в системе 
PowerPac Universal MiniProtean («Bio-Rad»). Гели 
окрашивали Coomassie  R250. Концентрацию фер-
мента измеряли по содержанию гема  [50].

Кинетические исследования. Ферментатив-
ную активность очищенного рекомбинантного 
фермента CYP74B34 дикого типа определяли по 
снижению поглощения при 234  нм. Измерения 
проводили с использованием спектрофотометра 
РВ  2201  В («Солар», Беларусь). Концентрация суб-
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страта составляла от  5 до  150  мкмоль. Анализ 
проводили при 25  °C в 100  мМ Na-фосфатном 
буфере (pH  7,0). Для расчета скорости реакций 
использовали первоначальные линейные участ-
ки кинетических кривых. Коэффициент моляр-
ной экстинкции для 9- и 13-гидроперекисей жир-
ных кислот при 234  нм составляет 25  000  M–1· см–1. 
Кинетические параметры рассчитывали с помо-
щью программного обеспечения SigmaPlot  11 
(«Systat Software  Inc.», США). Для каждого вари-
анта было поставлено пять независимых экспе
риментов; для расчетов использовали усреднен-
ные значения.

Условия проведения и анализ продуктов 
реакций, катализируемых рекомбинантным 
ферментом CYP74B34 дикого типа и мутантных 
форм ферментов CYP74B33 и CYP74B34. Реком-
бинантные ферменты  (10  мкг) инкубировали 
с 9-ГПОД, 9-ГПОТ, 13-ГПОД и 13-ГПОТ в течение 
15  мин при 4  °С в 10  мл 100  мМ Na-фосфатного 
буфера (рН  7,0), после чего рН смеси снижали 
до 6,0 и продукты экстрагировали смесью гексана 
с этилацетатом  (1/1  (v/v)), метилировали диазо-
метаном и силилировали смесью пиридин/гекса-
метилдисилазан/триметилхлорсилана (1/1/1  (v/v)) 
в течение 30  мин при 23  °С. Затем силилирую-
щие реагенты удаляли в вакууме. Сухой оста-
ток растворяли в 100  мкл гексана и подвергали 
анализу методом газовой хромато-масс-спектро-
метрии  (ГХ-МС) в виде триметилсилилированных 

производных метилового эфира  (Ме/ТМС) с помо-
щью масс-спектрометра QP2020A, соединенного 
с газовым хроматографом GC-17A («Shimadzu», 
Япония). В  некоторых случаях продукты восста-
навливали NaBH4, после чего метилировали и 
триметилсилилировали. Кроме того, в отдель-
ных случаях перед метилированием и триметил-
силилированием продукты восстановления NaBH4 
гидрировали над  PtO2. Продукты (с/без восстанов-
ления  NaBH4) анализировали в виде метиловых 
эфиров (Ме) либо Ме/ТМС методом ГХ-МС, как опи-
сано ранее  [34].

Профилирование оксилипинов молодых и 
старых корней растений моркови. Молодые и 
старые корни растений моркови  (по  3  г) расти
рали в жидком азоте, после чего добавляли ледя-
ную смесь гексана и этилацетата  (1/1  (v/v)). Полу-
ченные гомогенаты центрифугировали (8000  g, 
20  мин, 4  °C), супернатанты отбирали, раство-
ритель упаривали в вакууме. Полученные экс-
тракты растворяли в смеси хлороформ/изопро-
панол  (2/1  (v/v)) и пропускали через картриджи 
Supelclean LC-NH2 (3  мл; «Supelco», США). Свобод-
ные карбоновые кислоты элюировали смесью 
этилацетата и уксусной кислоты (98/2  (v/v)). Вос-
становление, метилирование и триметилсили-
лирование продуктов проводили, как описано 
выше. Продукты (Ме/ТМС без или после восста-
новления  NaBH4) анализировали методом ГХ-МС, 
как описано выше.

Рис. 1. Множественное выравнивание частичных аминокислотных последовательностей фермента CYP74B34 
и описанных ранее представителей CYP74: At  – Arabidopsis thaliana, AtAOS, NP_199079.1, AtHPL  Q9ZSY9.1; Lu  – 
Linum usitatissimum, LuDES, ADP03054.2; Pg  – Psidium guajava, PgHPL, AAK15070.1; Dc  – Daucus carota, DcAOS 
WOH02659.1. Стрелкой указан сайт «F/L toggle»; участок перегиба I-спирали обведен рамкой и пронумерован. 
ERR-триада и цистеин в гем-связывающем домене указаны ♦ и ● соответственно. Сайт внутри PPV-мотива, 
в котором были произведены замены в последовательностях ферментов CYP74B33 (DcAOS) и CYP74B34, обо-
значен звездочкой
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Спектральные исследования. Ультрафиоле-
товые спектры продуктов сканировали и запи-
сывали с помощью спектрофотометра Cary  50 
(«Varian», США) либо онлайн во время разделения 
методом ВЭЖХ с помощью диодно-матричного де-
тектора SPD-M20A («Shimadzu»). Продукты инкуба-
ций (с или без предварительного гидрирования 
и восстановления) анализировали в виде метило-
вых эфиров  (Ме) либо  Ме/ТМС методом ГХ-МС пу-
тем полного спектрального сканирования ионов в 
диапазоне отношений массы к заряду  50–650, как 
описано ранее [34]. Анализ ГХ-МС проводили с по-
мощью масс-спектрометра QP2020A («Shimadzu»), 
соединенного с газовым хроматографом GC-17A. 
Исследуемый образец в режиме деления вводили 

в кварцевую колонку MDN-5S (5%  фенил, 95%  ме-
тилполисилоксана) длиной 30  м, диаметром 
0,25  мм и толщиной пленки 0,25  мкм («Supelco», 
США) при программировании температуры от 
120  °С до  240  °С по 10  °С/мин, подавая в систему 
в качестве газа-носителя гелий с линейной ско-
ростью 30  см/с. Полное сканирование или мони-
торинг селективных ионов проводили, используя 
электронную ионизацию  (70  эВ)  [34].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Биоинформатический и филогенетический 
анализ последовательности CYP74B34. Первич-

Рис. 2. Неукорененное филогенетическое древо клана CYP74. Подсемейства обведены и обозначены A, B, 
C и  т.д. Представители семейства CYP74 растений: As  – Allium sativum; AsDES  – CYP74H1, GI:  83414021; At  – 
Arabidopsis thaliana; AtAOS – CYP74A1, GI: 15239032; AtHPL – CYP74B2, GI: 3822403; Ca – Capsicum annuum; CaHPL – 
CYP74B1, GI:  1272340; Cm  – Cucumis melo; CmHPL/EAS  – CYP74C2, GI:  14134199; Csa  – Cucumis sativus; CsaHPL/
EAS  – CYP74C1_CS, GI: 101211324; CsaHPL/EAS/AOS  – CYP74C31, GI:  101211574; CsaHPL  – CYP74B6, GI:  101223126; 
DcAOS  – Daucus carota; CYP74B33  – GI:  108219710; Hv  – Hordeum vulgare; HvAOS2  – CYP74A3, SI:  AJ251304.1; 
HvHPL – CYP74F3, CAC82980.1; Gm – Glycine max; GmHPL/EAS – CYP74C13_GM, XP_028186824.1; Kf – Klebsormidium 
flaccidum (green alga); KfAOS – SI: LC032459.1; Le – Solanum lycopersicum; LeAOS1 – CYP74A1, GI: 7581989; LeAOS2 – 
CYP74A2, GI:  7677376; LeAOS3  – CYP74C3, GI:  25991603; LeHPL  – CYP74B3, GI:  7677378; Lj  – Lotus japonicus; 
LjHPL  – CYP74B15, SI:  AB600748.1; Lu  – Linum usitatissimum; LuAOS  – CYP74A1, GI:  1352186; LuDES  – CYP74B16, 
GI:  379048766; Mp  – Marschantia polymorpha; MpAOS1  – SI:  LC032457.1, MpAOS2  – SI:  LC032458.1; MtHPL/EAS  – 
CYP74C13_MT, GI:  33504430; Nt  – Nicotiana tabacum; NtDES  – CYP74D3, GI:  107799697; Os  – Oryza sativa; OsAOS  – 
CYP74A4, GI:  115455571; OsHPL1  – CYP74E2, GI:  115445057; OsHPL2  – CYP74E1, GI:  125538638; Pa  – Parthenium 
argentatum; PaAOS  – CYP74A1, GI:  218511958; Pd  – Prunus dulcis; PdHPL  – CYP74C5, GI:  33300600; Pg  – Psidium 
guajava; PgHPL  – CYP74B5, GI:  13183137; Pp  – Physcomitrella patens; PpAOS1  – CYP74A1, GI:  22217985; PpAOS2  – 
CYP74A8, GI:  168014176; PpHPL  – CYP74G1, GI:  76057841; Ra  – Ranunculus acris; RaDES  – CYP74Q1, GI:  768564485; 
Rj  – Ranunculus japonicus; RjEAS  – CYP74A88, SI:  MK061531; Sm  – Selaginella moellendorffii; SmDES1  – CYP74M1, 
GI:  9660714; SmEAS  – CYP74M2, GI:  9637471; SmDES2  – CYP74M3, GI:  9654395; SmAOS  – CYP74K3, SI:  EFJ20163.1; 
St  – Solanum tuberosum; StAOS2  – CYP74A6, GI:  86769479; StAOS3  – CYP74C10, GI:  56605358; StHPL/EAS  – CYP74C4, 
GI:  102588560; StDES  – CYP74D2, GI:  12667099; Vv  – Vitis vinifera; VvHPL  – CYP74B13, FJ861082; Zm  – Zea mays; 
ZmAOS  – CYP74A19, GI:  223947589; ZmHPL  – CYP74F2, GI:  162462890. Представители других семейств клана 
CYP74: Es – Ectocarpus siliculosus (brown alga); EsEAS – CYP5164B1, GI: 1109557544; Mn – Methylobacterium nodulans 
(proteobacteria); MnHPL  – SI:  WP_015932840.1; Msp  – Methylobacterium  sp. 4–46; MspCYP74  – SI:  WP_012335549.1. 
Ap – Acropora palmata (Metazoa); ApAOS – GI: 187948710; Bf – Branchiostoma floridae (Metazoa); BfEAS – CYP440A1, 
GI:  189312561; Nv  – Nematostella vectensis (Metazoa); NvEAS  – CYP443D1, GI:  5516222; NvHPL/EAS  – CYP443C1
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Рис. 3. Зависимость уровня каталитической актив-
ности фермента CYP74B34 от значения рН реакцион-
ной смеси

ная структура фермента CYP74B34 имеет консер-
вативные мотивы, общие для цитохромов  P450 
в целом (мотивы ETLR и P(E/D)RF, которые обра-
зуют так называемую ERR-триаду, участвующую 
в стабилизации структуры белка  [51]) и фермен-
тов CYP74 в частности, такие как участок пере-
гиба I-спирали, соответствующий кислород-свя-
зывающему домену монооксигеназ  Р450, и сайт 
«F/L  toggle» вблизи N-конца (рис.  1). Участок пере-
гиба I-спирали фермента CYP74B34 имеет после-
довательность LGFNAF, характерную для 13-спе-
цифичных ГПЛ подсемейства CYP74B. В  сайте 
«F/L toggle» фермента CYP74B34 находится остаток 
лейцина, как у всех описанных ранее гидропер-
оксидлиаз и дивинилэфирсинтаз. У  алленоксид-
синтаз и эпоксиалкогольсинтаз в данном сайте, 
как правило, находится остаток фенилаланина. 
Единственным исключением, известным на дан-
ный момент, является алленоксидсинтаза DcAOS 
(CYP74B33) моркови, у которой в сайте «F/L toggle» 
находится остаток лейцина. Тем не менее DcAOS 
входит в состав подсемейства CYP74B. Таким об-
разом, структура каталитически важных доменов 
указывает на принадлежность фермента CYP74B34 
к подсемейству CYP74B. Филогенетический анализ 
также это подтверждает  (рис.  2).

Наибольшим сходством последовательность 
CYP74B34 обладает с ферментом DcAOS (CYP74B33). 

Основные каталитически важные домены у этих 
двух ферментов имеют идентичные последова-
тельности. И  основным отличием в каталитиче-
ски важных доменах является сайт  Pro355 у фер-
мента CYP74B34 (Ala367  – у фермента CYP74B33; 
рис.  1), расположенный внутри PPV-мотива, кото-
рый находится в составе ERR-триады.

Получение рекомбинантного фермента 
CYP74B34 дикого типа и мутантных форм фер-
ментов CYP74B33 и CYP74B34. Ген CYP74B34 лока-
лизован в 4-й хромосоме в локусе LOC108217632 
(34,138,074; 34,140,278). Ген CYP74B34 (Gene  ID: 
108217632) состоит из двух экзонов и одного ин-
трона и имеет длину 2205  п.н. Для получения  
рекомбинантного белка CYP74B34 ОРС соответ-
ствующего гена (1437  п.н.) клонировали в экс-
прессирующем векторе pET-32 Ek/LIC методом 
безлигазного клонирования. Для клонирования 
использовали полную последовательность, по-
скольку целевой ген не содержит последователь-
ности, транспортирующей в хлоропласты. Целевой 
белок получали в клетках E.  coli Rosetta-gami(DE3)
pLysS  B; очистку проводили металлоаффинной  
хроматографией (рис.  П1 в Приложении). Очищен
ный фермент использовали для определения ка-
талитических свойств. Полные нуклеотидная и 
аминокислотная последовательности представле-
ны на рис. П2 в Приложении. Сайт-направленный 
мутагенез генов CYP74B33 и CYP74B34 проводили 
с помощью ПЦР с использованием праймеров, пе-
речисленных в табл.  1. Получение и очистку му-
тантных форм CYP74B33_A367P и CYP74B34_P355A 
проводили по тем же методикам, что и фермента 
CYP74B34 дикого типа.

Определение кинетических параметров 
реакций, катализируемых рекомбинантным 
ферментом CYP74B34. Для характеристики ката-
литических свойств рекомбинантного фермента 
CYP74B34 использовали 9-ГПОД, 9-ГПОТ, 13-ГПОД 
и 13-ГПОТ в качестве субстратов. Оптимальным 
рН для каталитической активности рекомбинант-
ного фермента CYP74B34 является 7,0  (рис.  3). 
Поэтому для определения каталитических 
свойств этого фермента использовали Na-фосфат-
ный буфер  (100  мМ; pH  7,0). Фермент CYP74B34  

Таблица 2. Кинетические параметры реакций, катализируемых ферментом CYP74B34

Субстрат kcat (c–1) KM (мкM) kcat/KM (мкM–1∙c–1) Субстратная специфичность,  
% 9(S)-ГПОТ

9-ГПОТ 283 ± 17 42 ± 3,3 6,9 100

9-ГПОД 225 ± 15,6 58 ± 7,3 3,8 55

13-ГПОТ 125 ± 4,5 67 ± 9,1 1,8 26

13-ГПОД 88 ± 6,3 72 ± 5,1 1,2 17
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Рис. 4. Структурные формулы продуктов каталити-
ческого действия фермента CYP74B34 моркови дико-
го типа

проявляет слабую активность в отношении 13-гид-
роперекисей линолевой и α-линоленовой кислот, 
однако эффективно утилизирует 9-гидроперекиси. 
Сродство и каталитическая активность рекомби-
нантного фермента CYP74B34 к (9S)-ГПОТ были 
значительно выше, чем к другим субстратам, о 
чем свидетельствуют значения  KМ и  kcat  (табл.  2). 
Наименее предпочтительным субстратом для фер-
мента CYP74B34 является  13-ГПОД.

Выявление продуктов каталитического дей-
ствия рекомбинантного фермента CYP74B34. 
Для определения продуктов реакций гидропере-
киси (100  мкг) инкубировали в течение 15  мин 
при 25  °С в 10  мл Na-фосфатного буфера (100  мМ; 
рН  7,0) в присутствии фермента CYP74B34. Про-
дукты инкубаций в виде Ме/ТМС после восста-
новления с помощью NaBH4 подвергали анализу 
методом ГХ-МС. Структурные формулы продуктов 
реакций представлены на  рис.  4.

Предпочтительными субстратами фермента 
CYP74B34 были (9S)-ГПОТ и (9S)-ГПОД. Результаты 
анализа ГХ-МС восстановленных NaBH4 продуктов 
(Ме/ТМС) инкубации фермента с 9-ГПОТ представ-
лены на  рис.  5,  а. Был обнаружен единственный 
относительно летучий продукт  1  (рис.  5,  а). Элек-
тронный масс-спектр продукта 1 (Ме/ТМС) содер-
жал следующие фрагменты: [M–Me]+ при m/z  245 
(9%); [M–MeO]+ при m/z  229  (2%); [245–MeOH]+ при 
m/z  213 (37%), m/z  138  (4%), m/z  107  (7%); [CH2= 
=O+–SiMe3] при m/z  103  (16%), m/z  89  (19%), m/z  75 
(30%); [SiMe3]+ при m/z  73  (100%), m/z  69  (37%). 
Параметры фрагментации полностью соответ-
ствовали спектру 9-гидроксинонановой кислоты 

(Me/ТМС) [52]. Кроме того, когда продукты (Ме/
ТМС) инкубации фермента CYP74B34 с 9-ГПОТ 
анализировали методом ГХ-МС без предвари-
тельного восстановления NaBH4, был обнаружен 
продукт, масс-спектр электронного удара которо-
го  (Me) содержал [M+–H] при m/z  185  (5%); [M–CO]+ 
при m/z  158  (1,5%); [M–OMe]+ при m/z  155  (2%);  
[M–C8/C9]+ при m/z  143  (22%), m/z  87  (66%), а так- 
же ион перегруппировки Маклафферти метило-
вого эфира при m/z  74  (100%). Спектр соответство-
вал таковому 9-оксононановой кислоты  (Me)  [52]. 
Таким образом, данные ГХ-МС подтверждают 
структуру 9-оксононановой кислоты для продукта 
ферментативного превращения 9-ГПОТ.

После инкубации CYP74B34 с 9-ГПОД соедине-
ние  1 образовывалось лишь в следовом количе-
стве, о чем свидетельствуют данные ГХ-МС-анализа 
продуктов. Основными продуктами превращения 
9-ГПОД были значительно более полярные про-
дукты, из которых основным был пик  2 и два 
минорных пика, элюируемых непосредственно 
после пика  2 (рис.  5,  б). Масс-спектр электрон-
ного удара продукта  2 (Ме/ТМС) содержал M+ при 
m/z  398  (1%); [M–Me]+ при m/z  383  (2%); [M–C1/C8]+  
при m/z  241  (4%); [M–C1/C9]+ при m/z  212  (7%); 
[M–C1/C10]+ при m/z  199  (85%) и [SiMe3]+ при 
m/z  73  (100%). Интенсивный пик при m/z  199 в 
спектре свидетельствовал о присутствии окси-
ранилкарбинольной группы, включая оксиран 
при C9/C10 и смежную с ним окси-ТМС группу  
(С11)  [14]. Каталитическое гидрирование соеди-
нения  2 над  PtO2 с последующими метилирова-
нием и триметилсилилированием приводили 
к образованию продукта, масс-спектр которого  
содержал следующие основные фрагменты: [M–Me]+ 
при m/z  385  (3%); [M–MeO]+ при m/z  369  (1%); 
[M–Me–MeOH]+ при m/z  353  (1%); [M–н-гептил]+ 
при m/z  301  (12%); [M–C11/C18  +  ТМС–Me]+ при 
m/z  257  (18%); [M–C1/C9–H]+ при m/z  215  (22%);  
[M–C1/C10]+ при m/z  201  (61%); [SiMe3]+ при m/z  73 
(100%) и соответствовал таковому 9,10-эпокси-
11-гидроксиоктадекановой кислоты (Ме/ТМС)  [14]. 
Таким образом, данные масс-спектрометрии под-
твердили, что соединение  2 является 9,10-эпокси-
11-гидрокси-12-октадеценовой кислотой. Минор-
ные пики, элюируемые непосредственно после 
пика  2  (рис.  5,  б), имели идентичные масс-спек-
тры, таким образом, являясь стереоизомерами со-
единения 2, предположительно, различающимися 
стереоконфигурацией при C11  или  C12.

Каталитическая активность фермента CYP74B34 
по отношению к 13-гидроперекисям линолевой и 
α-линоленовой кислот была значительно ниже, о 
чем свидетельствуют данные кинетических пара-
метров  (табл.  2). Большие пики 13-ГОД и 13-ГОТ 
на хроматограммах  (рис.  5,  в  и  г) восстановлен-
ных NaBH4 продуктов  (Me/ТМС) свидетельствуют 
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о значительных остатках гидроперекисей после 
инкубации с ферментом.

Анализ продуктов инкубации фермента 
CYP74B34 с 13-ГПОТ методом ГХ-МС выявил два 
основных относительно летучих продукта  3 и  4 
(Me/ТМС производные NaBH4-восстановленных 
продуктов; рис.  5,  в). Масс-спектр продукта  3 со-
держал следующие характерные фрагменты: M+  
при m/z  300  (0,04%); [M–Me]+ при m/z  285  (1%); 
[285–MeOH]+ при m/z  253  (5%); [M–TMCOH]+ при 
m/z  210  (3%); [210–MeOH]+ при m/z  178  (12%), 
m/z  159  (10%), m/z  123  (12%); [CH2=O+–SiMe3] при 
m/z  103  (100%) и [SiMe3]+ при m/z  73  (93%). Спектр 
соответствовал таковому (9Z)-12-гидрокси-9-доде-
ценовой кислоты  (Ме/ТМС), которая образуется 
в результате восстановления с помощью NaBH4 
альдокислоты (9Z)-12-оксо-9-додеценовой кисло-
ты, продукта реакции 13-ГПЛ  [52]. Каталитиче-
ское гидрирование продукта  3 с последующими 
метилированием и триметилсилилированием 
приводило к образованию соединения, идентифи-
цированного по его масс-фрагментации: M+ при  
m/z  302  (0,3%); [M–Me]+ при m/z  287  (43%); [285–
MeOH]+ при m/z  255  (100%), m/z  159  (9%), m/z  107 
(28%), m/z  89  (30%); [Me2Si+–OH] при m/z  75  (88%) и 
[SiMe3]+ при m/z  73  (84%), как 12-гидроксидодека-
новая кислота (Ме/ТМС)  [52].

Масс-спектр продукта  4 (элюируемого непо-
средственно после пика  3) содержал [M]+ при 
m/z  300  (0,5%); [M–Me]+ при m/z  285  (0,7%); [285–
MeOH]+ при m/z  253  (4%); [M–TMCOH–MeOH]+ при 
m/z  178  (0,6%), m/z  159  (5%), m/z  143  (2%), m/z  129 
(19%); [Me2Si+–OH] при m/z  75  (17%) и [SiMe3]+ при 
m/z  73  (86%). Спектр соответствовал таковому 
(10E)-12-гидрокси-10-додеценовой кислоты  (Ме/
ТМС), образующейся в результате восстановле-
ния с помощью NaBH4 травматина, (10E)-12-оксо- 
10-додеценовой кислоты  – продукта спонтанной 
аллильной изомеризации альдокислоты (9Z)-
12-оксо-9-додеценовой кислоты. Таким образом, 
соединение  4 также является продуктом 13-ГПЛ. 
Каталитическое гидрирование продукта  4 с после-
дующими метилированием и триметилсилилиро-
ванием приводило к образованию 12-гидроксидо-
декановой кислоты (Ме/ТМС), описанной выше.

В результате ГХ-МС-анализа продуктов (Ме/
ТМС-производных, восстановленных с помощью 
NaBH4 продуктов) инкубации фермента CYP74B34 
с 13-ГПОД выявили те же основные продукты  3 
и 4 (рис. 5, г). Дополнительным продуктом этой ре-
акции являлись соединение  5 и несколько минор-
ных пиков, элюируемых непосредственно после 
соединения  5. Масс-спектр продукта  5 содержал 
M+ при m/z  398  (0,1%); [M–Me]+ при m/z  383  (0,7%);  
[M–н-пентил]+ при m/z  327  (2%); [M–Me(CH2)4CHO]+ 
при m/z  298  (3%); [M–C12/C18]+ при m/z  285  (69%), 
m/z  129  (40%) и [SiMe3]+ при m/z  73  (100%). Спектр 

соответствовал таковому 11-гидрокси-12,13-эпок-
си-9-октадеценовой кислоты (Ме/ТМС)  [14]. Гидри-
рование соединения  5 над  PtO2 с последующими 
метилированием и триметилсилилированием 
приводило к образованию соединения, иденти-
фицированного как 11-гидрокси-12,13-эпоксиокта
декановая кислота (Ме/ТМС) по следующему 
масс-спектру: [M–Me]+ при m/z  385  (7%); [385–
MeOH]+ при m/z  353  (2%); [M–Me(CH2)4CHO  +  H]+ 
при m/z  301  (7%); [M–C12/C18]+ при m/z  287  (42%),  
m/z  271  (13%); [M–(CH2)9COOMe]+ при m/z  215  (7%), 
m/z  129  (20%), m/z  95  (26%), m/z  81  (35%), m/z  75 
(50%); [Me2Si+–OH] при m/z  75  (53%) и [SiMe3]+ при 
m/z  73  (100%). Таким образом, полученные дан-
ные подтвердили структуру соединения  5 как 
11-гидрокси-12,13-эпокси-9-октадеценовой кисло-
ты  (Ме/ТМС)  [14]. Минорные пики, элюируемые 
непосредственно после пика  5  (рис.  5,  г), имели 
идентичные масс-спектры, таким образом, яв-
ляясь стереоизомерами соединения  5, по-види-
мому, различающимися стереоконфигурацией 
при  C11  или  C12.

Выявление продуктов каталитического дей-
ствия мутантных форм ферментов CYP74B33 и 
CYP74B34. Для выявления изменений в катализе 
мутантных форм CYP74B33_A367P и CYP74B34_
P355A по сравнению с соответствующими фермен-
тами дикого типа проводили инкубации с 9-ГПОД, 
9-ГПОТ, 13-ГПОД и 13-ГПОТ. Анализ хромато-
грамм продуктов инкубации показал, что замена 
A367P, внесенная в последовательность фермента 
CYP74B33, являющегося 9-специфичной  АОС, при-
вела к практически полной потере способности 
катализировать превращения субстратов (рис.  П3 
в  Приложении). Эта мутантная форма полно-
стью потеряла способность превращать предпо-
чтительные субстраты  – 9-ГПОД и 9-ГПОТ. Слабая 
активность наблюдалась в отношении 13-ГПОД 
и 13-ГПОТ. Единственными обнаруженными про-
дуктами, присутствующими в минорном количе-
стве при инкубации с 13-гидроперекисями, были 
соединения 3 и 4 – (9Z)-12-гидрокси-9-додеценовая 
и (10Е)-12-гидрокси-10-додеценовая кислоты соот-
ветственно  (рис.  П3 в  Приложении). Присутствие 
данных продуктов свидетельствует о сохранении 
у мутантной формы CYP74B33_A367P небольшой 
13-ГПЛ активности при полной потере активно-
стей  АОС  и  ЭАС.

Замена P355A в ферменте CYP74B34 также по-
влияла на катализ. Мутантная форма CYP74B34_
P355A сохранила способность катализировать 
превращение 9-гидроперекисей жирных кислот 
(рис.  6), тогда как способность утилизировать 
13-гидроперекиси, по сравнению с дикой формой, 
была утеряна полностью. Единственным минор-
ным продуктом превращения 13-ГПОД при уча-
стии этой мутантной формы был эпоксиспирт  – 
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Рис.  5. Хроматограммы полного ионного тока про-
дуктов (Ме/ТМС после восстановления с помо-
щью NaBH4) превращения 9-ГПОТ  (а), 9-ГПОД  (б), 
13-ГПОД  (в) и 13-ГПОТ  (г) при участии рекомби- 
нантного фермента CYP74B34 дикого типа. 9-ГОД  –  
(9S,10E,12Z)-9-гидрокси-10,12-октадекадиеновая кис- 
лота; 9-ГОТ – (9S,10E,12Z,15Z)-9-гидрокси-10,12,15-окта-
декатриеновая кислота; 13-ГОД  – (9Z,11E,13S)-13-гид
рокси-9,11-октадекадиеновая кислота; 13-ГОТ  – (9Z, 
11E,13S,15Z)-13-гидрокси-9,11,15-октадекатриеновая 
кислота

а

б

в

г

Рис.  6. Хроматограммы полного ионного тока про-
дуктов (Ме/ТМС после восстановления с помо-
щью NaBH4) превращения 9-ГПОД  (а), 9-ГПОТ  (б), 
13-ГПОД  (в) и 13-ГПОТ  (г) при участии мутантной 
формы CYP74B34_P355A. 9-ГОД – (9S,10E,12Z)-9-гидрок
си-10,12-октадекадиеновая кислота; 9-ГОТ  – (9S,10E, 
12Z,15Z)-9-гидрокси-10,12,15-октадекатриеновая кис-
лота; 13-ГОД  – (9Z,11E,13S)-13-гидрокси-9,11-октаде-
кадиеновая кислота; 13-ГОТ  – (9Z,11E,13S,15Z)-13-гид
рокси-9,11,15-октадекатриеновая кислота

9-гидрокси-12,13-эпокси-10-октадеценовая кислота. 
В  то же время мутантная форма CYP74B34_P355A 
катализировала превращение 9-ГПОД с образова-
нием соединения 1  – 9-гидроксинонановой кисло-
ты (9-ГПЛ-продукт) в качестве основного продук-
та. Минорным продуктом в той же реакции было 
соединение  2  – эпоксиспирт 9,10-эпокси-11-гид
рокси-12-октадеценовая кислота  (Me/TMС). Един-
ственным продуктом превращения 9-ГПОТ при 
участии этой мутантной формы, так  же как при 
участии фермента дикого типа, была 9-гидрокси-
нонановая кислота.

Профилирование оксилипинов корней мо-
лодых и старых растений моркови. Поскольку 
9-липоксигеназный каскад характерен, как пра-
вило, для подземных органов, для проверки при-
сутствия продуктов каталитического действия 
фермента CYP74B34 выбрали корни растений 
моркови  – молодых и старых. Предпочтитель-
ными субстратами фермента CYP74B34 являются 
9-гидроперекиси линолевой и α-линоленовой кис-
лот, поэтому активность этого фермента в расте-
нии оценивали после инкубации гомогенатов 
корней с линолевой и α-линоленовой кислотами. 
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Рис. 7. Хроматограммы полного ионного тока продуктов (Ме/ТМС после восстановления с помощью NaBH4) 
инкубации гомогенатов молодых  (а) и старых  (б) корней растений моркови с линолевой и α-линоленовой 
кислотами. 1  – 9-гидроксинонановая кислота; 2  – 9,10-эпокси-11-гидрокси-12-октадеценовая кислота; 9-ГОД  – 
(9S,10E,12Z)-9-гидрокси-10,12-октадекадиеновая кислота; 9-ГОТ  – (9S,10E,12Z,15Z)-9-гидрокси-10,12,15-октадека-
триеновая кислота; 18:2  – линолевая кислота; 18:3  – α-линоленовая кислота

Результаты согласуются с данными, получен-
ными для рекомбинантного фермента CYP74B34. 
В обоих случаях на хроматограммах выявили как 
9-гидроксинонановую кислоту (соединение  1, про-
дукт превращения 9-ГПОТ при участии фермента 
CYP74B34), так и 9,10-эпокси-11-гидрокси-12-ок-
тадеценовую кислоту (соединение  2, основной 
продукт превращения 9-ГПОД при участии фер- 
мента CYP74B34) (рис.  7). При этом в старых корнях 
наблюдается снижение количества 9,10-эпокси-
11-гидрокси-12-октадеценовой кислоты и увели-
чение количества 9-гидроксинонановой кислоты 
по сравнению с молодыми корнями.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В геноме моркови выявлено два гена, ко-
дирующие ферменты CYP74  – GI:  108219710 и 
Gene  ID:  1082176320. Первый фермент  – DcAOS 
(CYP74B33)  – был описан ранее как первая 9-спе-
цифичная АОС с дополнительными активностя-
ми  ГПЛ и  ЭАС, принадлежащая к подсемейству 
CYP74B  [43]. До  настоящей работы считалось, что  
подсемейство CYP74B включает в основном 
13-специфичные гидропероксидлиазы с двумя ис-
ключениями: DcAOS и фермент LuDES/HPL льна-
долгунца с двойной активностью ДЭС и  ГПЛ с 
дополнительной активностью ЭАС  [20]. Выявлен-
ный в настоящей работе фермент стал третьим 
исключением подсемейства CYP74B. Предпочти-

тельными субстратами для этого фермента, так 
же как для DcAOS, являются не 13-, а 9-гидропе-
рекиси линолевой и α-линоленовой кислоты, то 
есть фермент CYP74B34 является не 13-, а 9-специ-
фичным. Более того, в зависимости от используе-
мой 9-гидроперекиси  – 9-ГПОТ или 9-ГПОД  – фер-
мент CYP74B34 проявляет активность либо  ГПЛ, 
либо  ЭАС соответственно. В  случае превращения 
непредпочтительных субстратов  – 13-ГПОД и 13-
ГПОТ – фермент также проявляет активности ГПЛ 
и  ЭАС. Таким образом, ферменту присвоено три-
виальное название DcHPL/EAS (ГПЛ Daucus carota), 
тогда как гену  – DcHPL/EAS.

Присутствие каталитической активности 
DcHPL/EAS в растениях моркови доказано в ре-
зультате экспериментов по инкубации гомогена-
тов корней растений моркови с линолевой и α-ли-
ноленовой кислотами. В профилях оксилипинов 
обнаружены 9,10-эпокси-11-гидрокси-12-октадеце-
новая (эпоксиспирт, продукт превращения 9-ГПОД 
при участии DcHPL/EAS) и 9-гидроксинонановая 
(альдокислота, продукт превращения 9-ГПОТ при 
участии DcHPL/EAS) кислоты. При этом в старых 
корнях, по сравнению с молодыми, наблюдается 
уменьшение содержания 9,10-эпокси-11-гидрок
си-12-октадеценовой кислоты (эпоксиспирт, про-
дукт ЭАС) и увеличение содержания 9-оксонона-
новой кислоты (альдокислоты, продукта  ГПЛ). 
Поскольку эпоксиспирт и альдокислота являются 
продуктами превращения 9-ГПОД и 9-ГПОТ соот-
ветственно, очевидно, что изменение соотноше-
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ния конечных продуктов связано с изменением 
соотношения 9-ГПОД и 9-ГПОТ, что, по-видимому, 
связано с изменением содержания определенных 
липаз или липоксигеназ, ответственных за био-
синтез этих гидроперекисей.

Ранее было описано присутствие дополни-
тельной активности ЭАС у 13-специфичных ГПЛ 
подсемейства CYP74B [31], однако ферменты с двой- 
ной активностью ГПЛ и ЭАС были описаны до сих 
пор только в подсемействе CYP74C [37]. До настоя-
щей работы в подсемействе CYP74B был описан 
только один фермент с двойной активностью  – 
LuDES/HPL  [20].

Результаты биоинформатических исследова-
ний свидетельствуют, что, несмотря на разную ка-
талитическую активность, наибольшим сходством 
DcHPL/EAS (CYP74B34) обладает с DcAOS (CYP74B33). 
Основные каталитически важные домены у этих 
двух ферментов являются практически иден-
тичными, и основным отличием является сайт 
Ala367 у фермента DcAOS и Pro355  – у  фермента 
DcHPL/EAS, отмеченный на рис.  1. В  структуре 
белка, как правило, остаток пролина нарушает 
α-спираль, поворачивая следующую за остатком 
пролина часть спирали на 90  градусов. По-види-
мому, вследствие этого замена остатка аланина 
на остаток пролина привела к практически пол-
ной потере каталитической активности у DcAOS. 
При этом обратная замена в последовательности 
DcHPL/EAS привела к обратному эффекту. Мутант-
ная форма DcHPL/EAS P355A является более специ-
фичной 9-ГПЛ, чем фермент дикого типа. Мутант-
ная форма, в отличие от фермента дикого типа, не 
проявляет активности в отношении 13-гидропере-
кисей. Более того, мутантная форма превращает 
9-ГПОД в основном в альдокислоту (продукт ГПЛ), 

тогда как в случае фермента дикого типа основ-
ным продуктом превращения 9-ГПОД являются  
эпоксиспирты.

Активности ГПЛ и  ЭАС приводят к образова-
нию разных продуктов, участвующих в защите 
растений  – продуцируются заживляющие соеди-
нения, сигнализирующие об опасности и непо-
средственно защитные  – антимикробные и фун-
гицидные. При этом наличие двух активностей у 
одного фермента (как правило, ГПЛ и  ЭАС) позво-
ляет растению применять одновременно более 
широкий спектр соединений, участвующих в 
защите от изменений окружающей среды.
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THE CYP74B34 ENZYME OF CARROT (Daucus carota)  
WITH DOUBLE HYDROPEROXYDE  

LYASE/EPOXYALCOHOL SYNTHASE ACTIVITY:  
IDENTIFICATION AND BIOCHEMICAL PROPERTIES
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The lipoxygenase cascade of plants is a source of oxidized fatty acid derivatives, oxylipins, which play 
an important role in regulatory processes, as well as in the formation of responses to stress factors. 
One of the most common enzymes of the lipoxygenase cascade are 13-specific hydroperoxide lyases 
(HPL, synonym “hemiacetal synthase”) of the CYP74B subfamily. This work described the discovery 
and cloning of the CYP74B34 gene of the carrot (Daucus carota), as well as a description of the bio-
chemical properties of the corresponding recombinant enzyme. The CYP74B34 enzyme was active 
towards 9- and 13- hydroperoxides of linoleic (9-HPOD and 13-HPOD, respectively) and α-linolenic 
acids (9-HPOT and 13-HPOT, respectively). CYP74B34 specifically converted 9-HPOT and 13-HPOT into 
aldoacids (HPL products). The transformation of 13-HPOD led to the formation of aldoacids (as main 
products) and epoxyalcohols (as minor products). Epoxyalcohols are products of the epoxyalcohol 
synthase (EAS) activity. At the same time, 9-HPOD conversion resulted in the formation of the epoxy-
alcohols as main products and aldoacid as the minor one. Thus, the CYP74B34 enzyme is the first 
enzyme with double HPL/EAS activity described in carrot. The presence of corresponding catalytic 
activities was confirmed by the results of analyses of oxylipin profiles of roots of young seedlings 
and mature plants. In addition, the work describes the results of substitution of amino acid residues 
in one of the catalytically essential sites.
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