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Гиалуроновая кислота (ГК) является основным структурообразующим полимером внеклеточ-
ного матрикса. Метаболизм ГК играет важную роль в межклеточном взаимодействии в норме 
и при различных патологиях. Синтез ГК осуществляется гиалуронан-синтазами (HAS), пред-
ставленными у млекопитающих тремя высокогомологичными изоформами HAS1, HAS2 и HAS3. 
До настоящего времени не описано высокоспецифичных конкурентных ингибиторов HAS. Наи-
более широко применяется для ингибирования синтеза ГК in  vivo и в культуре клеток 4-мети-
лумбеллиферон (4-МУ), природное соединение кумаринового ряда. Обзор посвящен рассмотре-
нию молекулярных основ терапевтического действия 4-МУ. Будут рассмотрены многочисленные 
эксперименты на культурах тканей, животных моделях заболеваний и первые клинические 
исследования с применением 4-МУ, доказывающие, что, наряду со многими рецепторами и 
транскрипционными факторами, основной фармакологической мишенью этого соединения 
является наиболее распространенная изоформа гиалуронан-синтазы HAS2, и именно с ингиби-
рованием синтеза ГК связаны фармакологические эффекты 4-МУ в онкологических, аутоиммун-
ных, дегенеративных и гиперкомпенсированных регенеративных процессах (фиброз, образова-
ние шрамов). Новые клинические препараты на основе более специфичных ингибиторов HAS2 
будут первыми в классе для лечения широкого ряда заболеваний.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: 4-метилумбеллиферон, одестон, гимекромон, ингибирование гиалуронан-
синтазы, гиалуроновая кислота.

DOI: 10.31857/S0320972525010017 EDN: CREXLL

Принятые сокращения: ГК – гиалуроновая кислота; ВКМ – внеклеточный матрикс; 4-МУ – 4-метилумбелли-
ферон; 4-МУГ  – 4-метилумбеллиферон-бета-Д-глюкуронид; HAS  – гиалуронан-синтаза.
* Адресат для корреспонденции.

«Самая плодотворная основа для открытия нового лекарства – начать со старого лекарства»
Сэр Джеймс Блэк, лауреат Нобелевской премии 1988 года в области медицины

ВВЕДЕНИЕ

В постгеномную эру создание новых тера-
певтических препаратов опирается на детальное 
знание сигнальных путей и участвующих в них 
ключевых эффекторов, или фармакологических 
мишеней: ферментов, рецепторов, транскрипци-
онных факторов. При этом по-прежнему важную 

роль в выявлении и валидации фармакологиче-
ских мишеней играют физиологически активные 
вещества. К  настоящему времени накопилось 
большое количество экспериментальных дан-
ных, подтверждающих терапевтическое действие 
4-метилумбеллиферон (4-МУ), природного соеди-
нения кумаринового ряда, в животных моделях 
онкологических, аутоиммунных, дегенеративных 
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и гиперпролиферативных заболеваний. Данный 
обзор посвящен валидации гиалуронан-синтазы 
как главной фармакологической мишени 4-МУ, 
что является необходимым этапом при создании 
новых в классе лекарственных препаратов  – ин-
гибиторов синтеза гиалуроновой кислоты  (ГК).

РОЛЬ ВНЕКЛЕТОЧНОГО МАТРИКСА  
В НОРМЕ И ПРИ ПАТОЛОГИИ

Внеклеточный матрикс  (ВКМ), составляющий 
основу соединительной ткани, является высоко-
организованной внеклеточной структурой, обес-
печивающей механическую целостность и меж-
клеточное взаимодействие.

ВКМ состоит из полимерных углеводов – гли-
козаминогликанов  (ГАГ) и различных белков (в 
основном фибриллярных) и протеогликанов  (ПГ). 
ВКМ  является одновременно барьером и депо 
для пептидных гормонов и цитокинов. Он  также 
непосредственно генерирует химические и меха-
нические сигналы, необходимые для поддержания 
гомеостаза тканей. Патологические процессы при 
ряде системных заболеваний приводят к пере-
стройке ВКМ, изменениям в его структуре, что в 
конечном итоге способствует изменению ткане-
вой архитектуры и способствует развитию таких 
заболеваний, как фиброз, остеоартрит и рак [1, 2].

ГК, полимер, состоящий из остатков  D-глю
куроновой кислоты и  D-N-ацетилглюкозамина, 
соединенных поочередно β-1,4- и β-1,3-гликозид-
ными связями; он является основным по массе 
компонентом внеклеточного матрикса. Гомео-
стаз  ГК поддерживается синтетической актив-
ностью гиалуронан-синтаз  (HAS) и распадом под 
действием гиалуронидаз и химической деграда-
ции в основном под действием активных форм 
кислорода. Известны три изоформы фермента 
гиалуронан-синтазы: HAS1, активная в эмбриоге-
незе; HAS2, основная изоформа как в эмбриогене-
зе, так и в большинстве тканей в постнатальном 
периоде, синтезирующая высокомолекулярные 
формы  (ВМФ) размером 1000–6000  кДа; HAS3, син-
тезирующая низкомолекулярные формы ГК (НМФ), 
менее 250  кДа. ГК с высокой молекулярной массой 
обычно ассоциируется с противовоспалительны-
ми, антиангиогенными и противораковыми свой-
ствами. Напротив, низкомолекулярные фракции 
ГК проявляют провоспалительные и проангиоген-
ные эффекты и способствуют клеточной адгезии. 
Хотя эти свойства ГК общепризнаны, механизмы, 
лежащие в их основе, не полностью понятны и 
остаются предметом исследований  [3].

Кроме того, в организме человека существу-
ют различные типы гиалуронидаз, расщепляю-
щих  ГК. Наиболее подробно охарактеризованны-

ми являются HYAL-1 и HYAL-2. HYAL-2 расщепляет 
ГК на фрагменты длиной приблизительно в 
50  мономеров (≈20  кДа), в то время как HYAL-1 
расщепляет ГК на тетрасахаридные фрагменты 
(≈1600  Да), которые впоследствии подвергаются 
дальнейшему разложению в лизосомах  [4]. Па-
тологические процессы, такие как нарушение 
метаболических путей ГК, рак, повреждение и 
воспаление тканей, могут изменить этот баланс, 
увеличивая концентрацию НМФ  ГК. Существует 
множество убедительных доказательств вовле-
чения ГК в патологические процессы развития 
хронического воспаления, свойственного таким 
заболеваниям, как диабет 2-го типа, цирроз пече-
ни, астма, а также в процессы прогрессии и мета-
стазирования рака. Так, ГК увеличивает адгезию 
и подвижность метастазирующих клеток мела-
номы  [5], увеличивает подвижность клеток рака 
поджелудочной железы  [6] и простаты  [7], затруд-
няет доставку лекарств к опухолям  [8–10], способ-
ствует развитию устойчивости к лекарствам  [11], 
усиливает клеточное деление [12] и действует как 
фактор регуляции иммунитета  [13]. Увеличение 
экспрессии ГК в строме опухоли является негатив-
ным прогностическим признаком  [14–18].

Уровень ГК в крови является маркером фиб-
роза печени. Синтез ГК в фиброзной печени осу-
ществляется фибробластами, происходящими из 
активированных звездчатых клеток. В  норме 
звездчатые клетки не экспрессируют основной 
фермент, продуцирующий ГК во взрослых тка-
нях, гиалуронан-синтазы 2-го типа (HAS2), и не 
синтезируют ГК, но поражение печени приводит 
к выработке TGF-β, запускающего трансдифферен-
циацию звездчатых клеток в миофибробласты и 
драматически увеличивающего экспрессию HAS2 
в них  [19]. Накопление ГК в паренхиме вызывает 
активацию Notch1-сигнального пути в звездчатых 
клетках, что приводит к их активации, повышен-
ному синтезу межклеточного матрикса и разви-
тию фиброза  [20]. Таким образом, HAS2 и HAS3 
являются важной фармакологической мишенью 
в терапии заболеваний, связанных с патологиче-
ской активацией синтеза ГК, в частности, фиб-
роза печени.

Молекулярные механизмы синтеза ГК гиалу-
ронан-синтазами млекопитающих приобретают 
важное значение в связи с целенаправленным по-
иском специфических ингибиторов  – потенциаль-
ных лекарственных препаратов. Наиболее полно 
эти механизмы рассмотрены в обзоре DeAngelis 
и Zimmer  [21]. В  течение нескольких лет после 
открытия бактериального фермента из стрепто-
кокка, SpHAS, были открыты три изоформы HAS 
позвоночных (изоферменты HAS1, -2, -3) и вирусная 
HAS (CvHAS вируса хлореллы Paramecium bursaria, 
PBCV-1). CvHAS демонстрирует сходство в общей 
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Рис.  1. Схема синтеза ГК с участием гиалуронан-синтазы. UDP-GlcNAc  – уридин-5′-дифосфат-N-ацетилглюко
замин; GlcA  – глюкуроновая кислота

архитектуре трансмембранных  (ТМ) доменов, с 
двумя TM-спиралями на N-конце и четырьмя – на 
С-конце, и цитоплазматического домена с актив-
ным центром фермента. Все эти ферменты отно-
сятся к первому классу гликозилтрансфераз, одна-
ко HAS позвоночных и вирусная CvHAS добавляют 
сахара с невосстанавливающего конца  (рис.  1), в 
отличие от SpHAS, у которой рост цепи осущест-
вляется с восстанавливающего конца.

Ферменты позвоночных, CvHAS и SpHAS, име-
ют гликозилтрансферазный домен второго типа 
(GT-2), позволяющий осуществлять реакции с обо-
ими мономерами: как с уридин-5′-дифосфат-глю
куроновой кислотой (UDP-GlcA), так и с уридин-5′-
дифосфат-N-ацетилглюкозамином (UDP-GlcNAc). 
Методом электронной криомикроскопии уста-
новлена трехмерная структура вирусного фер-
мента CvHAS  [22]. Повсеместно применяющимся 
и единственным хорошо охарактеризованным ин-
гибитором синтеза ГК является 4-МУ, способный 
значительно снижать экспрессию гиалуронан-
синтаз HAS2/HAS3  [1]. В  клинической медицине 
4-МУ известен под торговым названием «Гиме-
кромон» или «Одестон». Этот препарат одобрен к 
применению в странах Европы и Азии и рутинно 
используется в качестве гепатопротектора и для 
лечения спазмов и дискинезии желчных прото-
ков. Так, в Италии препарат распространяется под 
названием «Cantabilin» и авторизован агентством 
лекарственных средств Италии (Italian Medicines 
Agency; AIC  no.  02130002).

МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ 4-МУ  
НА СИНТЕЗ ГИАЛУРОНОВОЙ КИСЛОТЫ

Данные о конкурентном ингибировании или 
даже о прямом взаимодействии 4-МУ с ферментом 

отсутствуют. 4-МУ не влияет на ферментативную 
активность солюбилизированного фермента  [23]. 
Наиболее распространенная гипотеза постулиру-
ет, что 4-МУ является конкурентным субстратом 
для уридин-5′-дифосфат-глюкуранозилтрансфера-
зы  (UGT), таким образом, истощая клеточный пул 
уридин-5′-дифосфат-глюкуроновой кислоты  (UDP-
GlcA), необходимой для синтеза ГК [24–26] (рис. 2).

Эта гипотеза также не подтверждена экспе-
риментально. Против нее свидетельствует то, что 
4-МУ не влияет на синтез других гликозаминогли-
канов, в состав которых входят те же мономеры, 
что и в ГК. Кроме того, кумарины с алкилиро-
ванным гидроксилом  7, которые не могут быть 
субстратом для UGT, все равно обладают высокой 
ингибирующей способностью в исследованиях 
in  vitro  [27]. Показано, что 4-МУ снижает уровень 
экспрессии мРНК HAS2 [25,  28,  29] и одновременно 
повышает уровень экспрессии гиалуронидазы  1 
(Hyal1) [30], а также снижает уровни фосфорилазы 
и дегидрогеназы уридин-5′-дифосфат-глюкозы  [31]. 
При этом неизвестно, как именно осуществля-
ется транскрипционная регуляция синтеза  ГК 
и насколько механизм избирателен для этих 
мРНК  (рис.  3).

4-МУ, как было показано нами и другими 
исследователями  [32,  33], имеет множественные 
мишени, не связанные прямо с метаболизмом ГК. 
Не  исключено, что снижение накопления ГК в 
среде при исследованиях in  vitro является куму-
лятивным действием нескольких параллельных 
процессов, включая возможное истощение суб-
страта, a также экспериментально показанным 
снижением экспрессии HAS2 и увеличением экс-
прессии Hyal1  [30]. Известно также, что экспрес-
сия HAS2 регулируется ядерными рецепторами, 
в частности, глюкокортикоидным рецептором, и 
экспрессия HAS2 практически полностью подав-
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Рис.  2. Предполагаемый механизм действия 4-МУ на синтез  ГК. а  –  Схема представляет нормальный путь 
синтеза  ГК. б  –  Схема показывает замещение UDP пулом 4-МУ, вследствие чего HAS не может синтезиро-
вать  ГК. GlcNAc – N-ацетилглюкозамин; GlcA – глюкуроновая кислота; 4-МУ – 4-метилумбеллиферон; UDP  – 
уридин-5′-дифосфат; UGT – уридин-5′-дифосфат-глюкуранозилтрансфераза; UDP-GlcNAc – уридин-5′-дифос-
фат-N-ацетилглюкозамин; UDP-GlcA – уридин-5′-дифосфат-глюкуроновая кислота; HAS – гиалуронан-синтаза;  
GlcNAc-β(1,4)-GlcA – N-ацетил-глюкозамин-β(1,4)-глюкуроновая кислота. Рисунок заимствован из статьи 
Nagy  et  al.,  2015  [26]

Рис. 3. Схематическое представление путей ингиби-
рования синтеза  ГК 4-МУ. Действие 4-МУ осущест-
вляется несколькими способами: либо истощением 
предшественника  ГК, UDP-глюкуроновой кислоты; 
либо ингибированием экспрессии гена, кодирую-
щего HAS2 в ядре; либо опосредованным ингиби-
рованием активности гиалуронан-синтазы. 4-МУ  – 
4-метилумбеллиферон; HAS2  – гиалуронан-синтаза. 
Рисунок заимствован из обзора Vitale  et  al.  [1]

ляется дексаметазоном  [34]. Исследования выяви-
ли изменения клеточного цикла и р53-пути при 
воздействии 4-МУ  [35,  36].

ДЕЙСТВИЕ 4-МУ НА РАЗЛИЧНЫЕ ВИДЫ РАКА, 
АУТОИММУННЫЕ ПРОЦЕССЫ  
И ПРОЦЕССЫ ВОСПАЛЕНИЯ

4-МУ оказывает действие на такие связанные 
с прогрессией опухоли процессы, как миграция, 

пролиферация, инвазия раковых клеток и ангио-
генез. Клетки микроокружения опухоли, пред-
ставленные эндотелиальными клетками, клетка-
ми иммунной системы и фибробластами, также 
испытывают влияние 4-МУ. Все эти процессы со-
пряжены с активными изменениями в строении 
и составе межклеточного матрикса, основным 
компонентом которого является  ГК. Эти работы 
обосновывают разработку лекарств, направлен-
ных на изменение свойств межклеточного мат-
рикса. Такой подход является многообещающим в 
лечении различных видов рака, а 4-МУ представ-
ляет собой уже допущенный к применению пре-
парат, который может быть использован в новом 
качестве.

На мышиной модели фиброза печени, вызван-
ном четыреххлористым углеродом, нами было 
показано, что образованию коллагеновых тяжей 
предшествует синтез ГК вдоль границ печеноч-
ных долек. 4-МУ препятствовал первоначальному 
образованию тяжей ГК и приводил к значитель-
ному уменьшению коллагеновых фибриллярных 
образований вокруг печеночных долек [30]. Пока-
зательно, что в нашей последующей работе нок-
даун гена, кодирующего HAS2, при помощи спе-
цифичной siRNA воспроизводил действие 4-МУ 
на ряд сигнальных путей и транскрипцию ряда 
ключевых генов, приводя к подавлению фиброза 
печени  [37].

Отдельный интерес представляет возмож-
ность применения 4-МУ для лечения заболеваний 
головного мозга. ВКМ злокачественных глиом, 
а также глиобластом отличается повышенным 
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содержанием ГК, стимулирующей адгезивные и 
инвазивные процессы опухоли [38]. 4-МУ является 
малой молекулой, способной преодолевать гема-
тоэнцефалический барьер и ингибировать синтез 
главного компонента внеклеточного матрикса, ГК, 
что создало предпосылки для исследования это-
го вещества для терапии глиом и глиобластом.  
Так, на мышиных моделях было показано, что вы-
сокие дозы 4-МУ снижали синтез ГК, одновремен-
но усиливая апоптоз и снижая пролиферацию и 
миграцию клеток глиобластомы  [39–41]. Действие 
4-МУ на клетки глиомы заключалось в снижении 

пролиферации in  vitro и in  vivo путем регуляции 
процессов аутофагии  [42]. Кроме того, в работе 
Chistyakov  et  al.  [43] доказана способность 4-МУ 
ингибировать воспалительный ответ астроцитов. 
Пероральный прием 4-МУ приводил к значимому 
снижению  ГК в спинном и головном мозге мы-
шей, снижению синаптической стабильности и 
реактивации нейропластичности, что приводило 
к улучшению памяти  [44].

Данные по доклиническим исследованиям 
4-МУ для лечения различных типов заболеваний 
приведены в  табл.  1.

Таблица 1. Доклинические исследования действия 4-МУ на различные заболевания

Орган/система Исследуемая болезнь Год Тип  
исследования Ссылка

Воспаление

острый респираторный  
дистресс-синдром (ОРДС)

2013 in vitro [45]

2015 in vitro [46]

аллергическое воспаление 2022 in vitro [47]

аллергический ринит 2022 in vitro/in vivo [48]

воспаление 2022 in vitro [49]

Голова и шея плоскоклеточный рак полости рта 2022 in vitro [50]

Желчевыводящие пути
дискинезия желчных протоков 1984 in vivo [51]

желчные колики 1995 in vivo [52]

Иммунный ответ

орбитопатия Грейвса 2020 in vitro [53]

отторжение трансплантата 2021 in vitro/in vivo [54]

аутоиммунный ответ  
на трансплантированные  

островки Лангерганса
2020 in vitro/in vivo [55]

острое отторжение аллотрансплантата 
легкого 2021 in vitro/in vivo [56]

Костный мозг хронический миелоидный лейкоз

2013 in vitro [57]

2016 in vitro [58]

2017 in vitro [59]

Легкие
мезотелиома плевры 2017 in vitro/in vivo [60]

фиброз легких и легочная гипертензия 2017 in vivo [61]

Молочные железы рак молочной железы
2019 in vitro [62]

2022 in vitro [63]

Мочевой пузырь рак мочевого пузыря 2017 in vitro/in vivo [64]

Периферическая  
нервная система

злокачественная опухоль оболочки  
периферического нерва 2017 in vitro/in vivo [65]



ФЕДОРОВА и др.8

БИОХИМИЯ том 90 вып. 1 2025

Таблица 1 (продолжение)

Орган/система Исследуемая болезнь Год Тип  
исследования Ссылка

Печень

гепатоцеллюлярная карцинома

2012 in vitro/in vivo [66]

2015 in vitro/in vivo [67]

2019 in vitro/in vivo [29]

2021 in vitro/in vivo [68]

2022 in vitro/in vivo [69]

метастазирование меланомы в печень 2005 in vitro/in vivo [70]

фиброз печени 2019 in vivo [30]

стеатогепатит 2021 in vitro/in vivo [71]

Поджелудочная железа
рак поджелудочной железы

2006 in vitro/in vivo [72]

2016 in vitro/in vivo [73]

2017 in vitro/in vivo [74]

2018 in vitro/in vivo [75, 76]

аденокарцинома протоков  
поджелудочной железы 2019 in vitro [77, 78]

Почки

почечно-клеточная карцинома 2013 in vitro [79]

ишемически-реперфузионное  
повреждение почек 2013 in vivo [80]

метастатический почечно-клеточный рак 2020 in vitro [81]

диабетическая болезнь почек 2021 in vivo [82]

прогрессирующая почечно-клеточная 
карцинома 2022 in vitro/in vivo [83]

Простата рак предстательной железы
2010 in vitro [84]

2015 in vitro/in vivo [85]

Соединительная ткань фибросаркома

2017 in vitro [86]

2019 in vitro [87]

2020 in vitro [88]

2021 in vitro [89]

Толстый кишечник колоректальная карцинома 2015 in vitro/in vivo [90]

Центральная  
нервная система глиобластома

2021 in vitro [39, 40]

2022 in vitro/in vivo [91]

Эндометрий эндометриоз

2016 in vitro/in vivo [92]

2020 in vitro [93]

2023 in vivo [94]
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Таблица 1 (окончание)

Орган/система Исследуемая болезнь Год Тип  
исследования Ссылка

Яичники рак яичников

2014 in vitro [95]

2019 in vitro/in vivo [96]

2020 in vitro [97]

ПЕРСПЕКТИВА ЛЕЧЕНИЯ РАЗЛИЧНЫХ  
ЗАБОЛЕВАНИЙ КОМБИНАЦИЯМИ С 4-МУ. 

ДЕЙСТВИЕ НА ФИЗИЧЕСКИЙ БАРЬЕР  
ОПУХОЛИ. ПРИМЕНЕНИЕ 4-МУ  

В КАЧЕСТВЕ ИНГИБИТОРА СИНТЕЗА  
ГИАЛУРОНОВОЙ КИСЛОТЫ

Окружающий клетки ВКМ, богатый  ГК, со-
ставляет биологический барьер микроокружения 
опухоли. Этот барьер регулирует работу иммун-
ных эффекторов  [13,  98], ингибирует диффузию 
лекарственных препаратов  [99], затрудняет по-
глощение ДНК-трансгенных комплексов при про-
ведении генной терапии  [100] и играет важную 
роль в приобретении резистентности к противо-
раковым препаратам  [1,  11,  101].

Возможность изменения свойств микроокру-
жения опухоли с целью улучшения результата 
различных противоопухолевых терапий в на-
стоящее время активно исследуется. Патологич-
ное микроокружение опухоли характеризуется 
гипоксией и высоким внутритканевым давле-
нием жидкости, приводящим к прогрессии опу-
холи и развитию устойчивости к проводимому 
лечению  [102]. Повышение внутритканевого дав-
ления рассматривается как наиболее важный 
барьер для эффективного распределения лекар-
ственного препарата внутри опухоли. Причины 
повышения внутритканевого давления опухоли 
многочисленны и включают в себя наличие в 
опухоли развитой сети кровеносных сосудов, 
недостаточное развитие лимфатических сосудов, 
изменение компонентов внеклеточного матрикса 
и давление, создаваемое постоянно делящимися 
клетками опухоли  [103,  104]. Повышенное содер-
жание в окружающих опухоль тканях ГК способ-
ствует увеличению объема внеклеточного мат-
рикса и, как следствие, повышению давления 
внутри опухоли [105, 106]. Высокое содержание ГК 
в микроокружении опухоли создает физический 
барьер, ограничивающий доступ моноклональ-
ных антител и иммунных клеток к опухолевой 
ткани. Это один из механизмов возникновения 
устойчивости опухолевых тканей к проводимой 
иммунотерапии  [107].

Способность 4-МУ ингибировать синтез  ГК 
создает предпосылки для его использования в 

качестве адъювантной терапии при лечении рака 
в комбинации с первичной терапией. На  различ-
ных моделях показано, что использование 4-МУ 
в качестве сопутствующей терапии различных 
видов рака повышает эффективность лечения, 
снижает токсичность противоопухолевых препа-
ратов и помогает преодолеть возникшую химио-
резистентность  (табл.  2).

Согласно имеющимся данным по исследова-
нию 4-МУ в качестве добавки к основной терапии, 
4-МУ повышает радиочувствительность устойчи-
вых к облучению клеток плоскоклеточного рака 
полости рта  [50] и фибросаркомы  [86–89]. Сора-
фениб в комбинации с 4-МУ эффективнее инги-
бирует пролиферацию, инвазию, формирование 
капилляров и индуцирует апоптоз клеток кар-
циномы почек и эндотелиальных клеток  [79,  83]. 
4-МУ повышает эффективность 5-флюороураци-
ла  [68] и гемцитабина  [72] в отношении рака под-
желудочной железы, ингибируя пролиферацию 
клеток и приводя к уменьшению размеров пер-
вичных опухолей и метастазов, а также увели-
чивая выживаемость больных животных. 4-МУ 
повышает чувствительность клеток глиобласто-
мы к темозоломиду, усиливая действие препа-
рата на клеточную гибель  [41]. 4-МУ повышает 
цитотоксический эффект карбоплатина на клетки 
химиорезистентного рака яичников  [96]. При со-
вместном применении дихлорацетата и 4-МУ на 
модели плоскоклеточного рака пищевода проис-
ходит усиление апоптоза и ингибирования роста 
опухоли [108]. Клетки миелоидной лейкемии при 
обработке 4-МУ становились более чувствитель-
ными к доксирубицину  [58] и увеличивали ско-
рость старения  [59]. На  клетках меланомы пока-
зано, что комбинация вемурафениба с 4-МУ более 
эффективно снижала выживаемость раковых кле-
ток по сравнению с монотерапией вемурафени-
бом [109]. 4-МУ повышает химиочувствительность 
клеток уротелиальной карциномы мочевого пу-
зыря к доксирубицину и цисплатину  [110]. 4-МУ 
значительно снижает внутритканевое давление 
опухоли и улучшает ее перфузию, способствуя 
более эффективной экспрессии аденовирусного 
трансгена при проведении иммунотерапии IL-12 
(AdIL-12) для лечения колоректального рака  [90].  
При исследовании на модели рака печени 4-МУ 
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Таблица 2. Доклинические исследования эффективности лечения различных видов рака комбинациями 
лекарств с 4-МУ

Исследуемая болезнь Основное лечение Тип исследования Год Ссылка

Гепатоцеллюлярная карцинома иммунотерапия: аденовирус,  
кодирующий IL-12 (AdIL-12) in vitro 2018 [111]

Глиобластома темозоломид in vitro 2023 [41]

Злокачественная мезотелиома 
плевры траметиниб in vitro/in vivo 2017 [60]

Колоректальная карцинома циклофосфамид  
с иммунотерапией (AdIL-12) in vitro/in vivo 2015 [90]

Меланома вемурафениб in vitro 2021 [109]

Плоскоклеточный  
рак пищевода дихлоруксусная кислота in vitro/in vivo 2019 [108]

Плоскоклеточный  
рак полости рта радиотерапия in vitro 2022 [50]

Почечно-клеточная карцинома сорафениб in vitro 2013 [79]

Прогрессирующая  
почечно-клеточная карцинома сорафениб in vitro/in vivo 2022 [83]

Рак поджелудочной железы 5-фторурацил in vitro/in vivo 2018 [76]

Рак поджелудочной железы гемцитабин in vitro/in vivo 2006 [72]

Рак яичника карбоплатин in vitro/in vivo 2019 [96]

Уротелиальная карцинома  
мочевого пузыря цисплатин или доксорубицин in vivo 2019 [110]

Фибросаркома радиотерапия

in vitro 2021 [89]

in vitro 2019 [87]

in vitro 2017 [86]

Хронический  
миелоидный лейкоз иматиниб in vitro 2017 [59]

Хронический  
миелоидный лейкоз доксорубицин in vitro 2016 [58]

в  комбинации с AdIL-12 привел к более выражен-
ному ингибированию роста опухоли и повыше-
нию выживаемости мышей по сравнению с моно-
терапией  [111].

ПРИМЕНЕНИЕ 4-МУ В КАЧЕСТВЕ  
ГЕПАТОПРОТЕКТОРА И ХОЛЕСТАТИКА  

ДЛЯ УМЕНЬШЕНИЯ ГЕПАТОТОКСИЧНОСТИ 
ПЕРВИЧНОЙ ТЕРАПИИ

Ингибиторы иммунных чекпойнтов, цитоки-
ны и антитела к ним, используются в качестве 
иммуномодуляторов для усиления иммунологи-
ческого ответа организма в ответ на опухоли и 
очаги хронического воспаления при ревматоид-

ных, аутоиммунных и воспалительных заболева-
ниях  [112,  113]. Эти препараты успешно прошли 
клинические испытания и одобрены к примене-
нию европейским и американским агентствами 
по лекарственным средствам  [114]. Однако до 
17%  пациентов, получающих подобную иммуно-
терапию, страдают от осложнений, связанных с 
повреждением печени и желчевыводящих про-
токов  [115–119].

Для лечения возникшей гепатотоксичности, 
в зависимости от ее тяжести, рекомендуется пре-
кратить прием ингибиторов иммунных чекпойн-
тов, в некоторых случаях показано применение 
кортикостероидов, а в более тяжелых случаях  – 
применение иммуносупрессии [120–123]. В случае 
развития холестатической формы гепатотоксич-
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ности, когда кортикостероиды оказываются неэф-
фективны, улучшить показатели печени помогает 
урсодеоксихолиевая кислота  [124–127]. Она обла-
дает доказанными гепатопротекторными и жел-
чегонными свойствами и считается стандартом 
терапии холестатических заболеваний печени с 
аутоиммунным компонентом, таких, например, 
как первичный билиарный цирроз, первичный 
склерозирующий холангит [128–130]. В настоящее 
время опубликованных данных о влиянии 4-МУ 
на риск развития гепатотоксичности в ответ на 
иммунотерапию не обнаружено, но, как и в слу-
чае с урсодеоксихолиевой кислотой, доказанные 
холестатические и гепатопротекторные свойства 
4-МУ делают его многообещающим кандидатом 
на проведение таких исследований.

Представленные данные создают предпосыл-
ки и указывают на необходимость проведения 
полноценных клинических испытаний 4-МУ в 
качестве адъювантной/дополнительной противо-
опухолевой терапии, которая способствует сниже-
нию содержания  ГК, оказывает действие на ВКМ 
и микроокружение опухоли, снижает внутри-
тканевое давление, улучшает перфузию опухоли, 
облегчает доступ лекарственных препаратов и 
оказывает гепатопротекторное и холестатическое 
действие, уменьшая таким образом риски разви-
тия гепатотоксичности при проведении иммуно-
терапии.

ТОПИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ 4-МУ  
В КАЧЕСТВЕ ВЕЩЕСТВА, ПРЕПЯТСТВУЮЩЕГО 

ОБРАЗОВАНИЮ РАСТЯЖЕК, ШРАМОВ,  
КЕЛОИДНЫХ РУБЦОВ, СОЛНЕЧНЫХ ОЖОГОВ 

И ОЧАГОВ ГИПОПИГМЕНТАЦИИ

Топическое нанесение 4-МУ приводит к эффек-
тивному ингибированию синтеза ГК в коже [131]. 
Показано, что 4-МУ предотвращает активацию ке-
ратиноцитов, снижает эпидермальную гиперпро-
лиферацию [132] и скорость миграции келоидных 
кератиноцитов, уменьшая вероятность образова-
ния келоидных рубцов  [133].

4-МУ усиливает процессы меланогенеза, что 
делает его перспективным кандидатом для лече-
ния состояний кожи, связанных с гипопигмен-
тацией, а также применения в качестве косме-
тического средства для создания естественного 
загара  [134].

МЕТАБОЛИЗМ 4-МУ. ТОКСИЧНОСТЬ  
И БЕЗОПАСНОСТЬ ДЛЯ ЧЕЛОВЕКА

4-МУ, как и все кумарины, слабо растворим 
в воде. Он  является неполярной молекулой, и 

поэтому легко преодолевает липидный барьер в 
кишечнике, практически полностью абсорбиру-
ется при оральном приеме и выводится с мочой 
и желчью [26]. Метильная группа в позиции 4 
обеспечивает низкую токсичность препарата, 
предотвращая его метаболизм в кумарин-3,4-эпок-
сид под воздействием цитохрома Р450, и слабые 
антикоагуляционные свойства по сравнению с 
другими кумаринами, такими как дикумарин и 
варфарин [135].

При поступлении в организм 4-МУ очень бы-
стро и почти полностью метаболизируется в пе-
чени и тонком кишечнике в 4-метилумбеллифе-
рон-бета-Д-глюкуронид (4-МУГ), что до настоящего 
времени ограничивало его применение для лече-
ние только желчевыводящих протоков  [1,  136–
138]. При оральном приеме 4-МУ менее 3% исход-
ной дозы лекарства достигает системного уровня 
в неизменном виде. При внутривенном введе-
нии 4-МУ его концентрация в крови в 10–30  раз 
выше [26,  139]. Время полужизни 4-МУ при ораль-
ном приеме составляет всего 28  минут для чело-
века и 3 минуты – для мышей [140, 141]. При этом 
медианная концентрация 4-МУГ в плазме выше 
концентрации 4-МУ более чем в 3000 раз [26, 141]. 
Можно говорить, что при приеме лекарства боль-
шая его часть находится в организме в виде его 
метаболита 4-МУГ. Но  несмотря на низкую био-
доступность и короткое время полужизни пре-
парата, 4-МУ оказывает эффективное ингибирую-
щее влияние на синтез ГК при оральном приеме. 
Оказалось, что 4-МУГ так же эффективно, как и 
4-МУ, ингибирует синтез  ГК, а внутри клетки он 
гидролизуется обратно до 4-МУ [137]. Поэтому для 
оценки фармакодинамики препарата необходимо 
принимать в расчет действие его метаболита, 
4-МУГ. Эти данные создают предпосылки приме-
нения 4-МУ для лечения заболеваний далеко за 
пределами желчевыводящих путей. Так, являясь 
малой неполярной молекулой, 4-МУ способен пре-
одолевать гематоэнцефалический барьер и эффек-
тивно ингибировать деление клеток глиомы  [42].

Типичный режим дозирования 4-МУ для взрос-
лого человека составляет 900–2400  мг/день  [26]. 
При этом никаких мутагенных или генотоксиче-
ских эффектов не обнаружено [1, 142, 143]. Клини-
ческие испытания в США на пациентах с хрони-
ческими гепатитами В и С (NCT00225537), а также 
на здоровых людях и на пациентах с заболева-
ниями дыхательной системы  (NCT02780752)  [144] 
доказали безопасность 4-МУ (см.  табл.  3).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на множество экспериментальных 
работ, демонстрирующих эффективность 4-МУ 
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Таблица 3. Клинические исследования 4-МУ в терапии различных заболеваний

Исследуемое заболевание/ 
цель исследования Статус Год

Ссылка/ 
идентификатор 
clinicaltrials.gov

Интерстициальные заболевания легких  
(The SOLID Study)

фаза II;  
набор участников 

не  начат
2024 NCT06325696

Первичный склерозирующий холангит фаза II;  
идет набор участников 2022 NCT05295680

COVID-19 неизвестно 2022 NCT05386420

Легочная гипертензия, включая  
интерстициальные заболевания легких  
(The SATURN Study)

фаза II;  
завершен 2021 NCT05128929

Здоровые участники;  
исследование влияния 4-МУ на синтез ГК

фаза I;  
завершен 2016 [144]/

NCT02780752

Билиарный сладж 2  стадии нет информации 2016 [145]

Хронический вирус гепатита  C  и гепатита  В неизвестно 2005 NCT00225537

Дискинезия желчных протоков нет информации 2005 [146]

Дискинезия желчных протоков нет информации 2001 [147]

Дискинезия желчных протоков нет информации 1995 [52]

Исследование биодоступности 4-МУ нет информации 1993 [141]

Симптомы после операции на желчных протоках нет информации 1988 [148]

Дискинезия желчных протоков  
после холецистэктомии нет информации 1984 [51]

в  различных животных моделях онкологических, 
иммунных и дегенеративных заболеваний, необ-
ходимо признать, что достоверные молекулярные 
механизмы действия остаются гипотетическими. 
Тем не менее существует доказательство того, что 
по крайней мере в модели фиброза печени нокда-
ун гена, кодирующего HAS2, приводит не только 
к подавлению фиброза, но и к изменениям тран-
скриптома, схожим с воздействием орального 
применения 4-МУ  [37]. При этом нельзя исклю-
чить, что некоторые из механизмов действия 4-МУ 
могут быть независимыми от ингибирования 
синтеза  ГК. Так, описаны независимые от  ГК эф-
фекты действия 4-МУ  [62, 149]. Также 4-МУ может 
обладать различными противоопухолевыми меха-
низмами в зависимости от типа рака. Однако, в 
совокупности, рассмотренные нами множествен-
ные данные об эффективности 4-МУ доказывают 
необходимость перехода к подробному изучению 
фармакокинетических и фармакодинамических 
аспектов, определяющих схему лечения (способ 
введения, дозы, влияющие на его биодоступность, 
время интервала между ними и график приема). 

Первые токсикологические исследования в фазе  I 
клинических исследований уже проведены  [144], 
что позволяет уже сейчас перейти к клиниче-
ским исследованиям эффективности препарата 
(фаза  IIa). Подобная тенденция наблюдается в 
мире. Так, в настоящее время планируется про-
ведение клинических испытаний 4-МУ по лече-
нию интерстициальных заболеваний легких и 
холангита  (см.  табл.  3).

При клинических испытаниях 4-МУ необхо-
димо подобрать дозы с учетом конкретной пато-
логии, скорости выведения его метаболитов и 
биодоступности. Создание новых форм, например, 
наночастиц, содержащих 4-МУ, является важным 
фактором, который не только позволит повысить 
биодоступность, но также создаст предпосылки 
для патентной защиты нового лекарственного 
средства.

И, наконец, если принять наши доводы о 
том, что главной фармакологической мишенью 
4-МУ является гиалуронан-синтаза, разработка 
новых химических соединений с использованием 
3Д-моделей HAS2/HAS3 и докинга потенциальных 
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лигандов с привлечением подходов искусствен-
ного интеллекта должна неизбежно привести к 
созданию оригинальных первых в классе таргет-
ных лекарственных препаратов на основе инги-
биторов гиалуронан-синтазы.
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Несмотря на значительные достижения фундаментальной онкологии, практические резуль-
таты остаются неудовлетворительными. Это несоответствие отчасти объясняется исключитель-
ной сосредоточенностью исследователей на процессах внутри раковой клетки, что приводит 
к недооценке рака как системного заболевания. Очевидно, что необходим разумный баланс 
между двумя альтернативными методологическими подходами: редукционизмом, который 
предполагает разделение сложного явления на элементы, подлежащие детальному изучению, 
и холизмом, подчеркивающим необходимость изучения сложной системы как единого цело-
го. Последовательный холистический подход приводит к представлению о раке как особом 
органе, что стимулирует обсуждение его функции и эволюционной роли. В  статье рассматри-
ваются следующие вопросы: рак как механизм очищающей селекции генофонда, соотношение 
между наследственным и спорадическим раком, раковый интерактом, роль метастазирования 
в летальном исходе. Предполагается, что нейтрализация ракового интерактома может стать 
альтернативной стратегией лечения злокачественных опухолей.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: война против рака, происхождение рака, лечение рака, отличительные при-
знаки рака, феноптоз, злокачественность рака, стратегия нейтрализации.
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ВВЕДЕНИЕ

Недавняя публикация «Why do cancer patients 
die?»  [1] открывает новую рубрику «Roadmap 
Articles», в которой редакция «Nature Reviews 
Cancer» планирует помещать статьи, открываю-
щие новые подходы в исследовании и лечении 
рака  [2]. Авторы работы констатируют, что непо-
средственные причины смерти онкологического 
больного остаются малоизученными, и это пре-
пятствует разработке новых методов лечения. 
Предполагается, что соответствующие экспери-
менты будут способствовать прогрессу фундамен-
тальной онкологии и улучшению клинической 
практики.

Тот же вопрос («Отчего погибает онкологиче-
ский больной?») был задан 10  годами ранее как 
приглашение к обсуждению проблем взаимоот-

ношений опухоли и организма не только с утили-
тарно-медицинской, но и с биологической точки 
зрения  [3]. Действительно, понимание механизма 
гибели может открыть много возможностей для 
лечения рака путем блокирования различных 
стадий этого процесса, тогда как незнание этого 
механизма обрекает врача на единственно воз-
можную стратегию лечения  – физическое уни-
чтожение раковой клетки. Именно этот подход 
реализуется сегодня, каким бы сложным, труд-
ным и болезненным он ни был. Концентрация 
внимания онкологического «мейнстрима» на 
внутриклеточных процессах  [4], обусловленная 
надеждой найти глубоко спрятанные уязвимости 
раковой клетки, постоянно множит число ее отли-
чительных признаков («hallmarks»)  [5–8], но при 
этом отсутствуют попытки связать их с клини-
ческими проявлениями заболевания, такими как 
слабость и потеря веса, хроническое воспаление, 
анорексия, кахексия, анемия, коагулопатия, нетоз, 
множественная органная недостаточность  [9–18]. 
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Сегодня, как и 20  лет назад, «исследования рака 
имеют тенденцию фокусироваться на отдельных 
клеточных механизмах, практически игнорируя 
все, что происходит в организме в целом»  [19]. 
В  результате, несмотря на многие замечательные 
достижения фундаментальной онкологии, укреп-
ляется мнение, что исследования рака находятся 
на пороге смены парадигм  [20]: практические 
достижения остаются ограниченными, стоимость 
индивидуализированной терапии неприемлемо 
высока, главная надежда по-прежнему на искус-
ство хирурга.

Несоответствие между достижениями фунда-
ментальной и практической онкологии представ-
ляется, по крайней мере частично, следствием 
торжества редукционистского подхода в ущерб 
холизму [21]. (Этот конфликт, как в древнеиндий-
ской притче о слепых мудрецах, ощупывающих 
слона, заключается в том, что глубокое погруже-
ние в детали может увести исследователя от по-
нимания объекта в целом.) Холистический подход 
использует эволюционную перспективу при изуче-
нии взаимоотношений опухоли и организма  [22]. 
Согласно общепринятой точке зрения, рак – след-
ствие несовершенства эволюции и результат 
случайных мутаций, приводящих к нарушению 
межклеточной кооперации; раковые клетки  – 
«обманщики» (cheaters), вернувшиеся к своему 
исходному одноклеточному образу жизни [23,  24]. 
По  механизму дарвиновской эволюции они эгои-
стично реплицируются, конкурируют за выжива-
ние, распространяются по организму и достигают 
репродуктивного успеха за его счет  [25–27].

В противовес общепринятому мнению, две 
статьи открыли онкологическому сообществу 
«слона»  – рак как особый орган  [28,  29]. Действи-
тельно, опухоль отвечает формальному опреде-
лению органа как «анатомически дискретной 
совокупности тканей, предназначенной для вы-
полнения специфических функций»  [28], и обла-
дает соответствующими атрибутами  – сложной 
иерархической структурой, зачастую имитирую-
щей структуру нормальной ткани  [30], наличием 
стволовых и дифференцированных клеток, опре-
деленными стадиями развития и интеграцией с 
системами организма. Рак эволюционно консер-
вативен: возникнув, по-видимому, одновременно 
с многоклеточными организмами около милли-
арда лет назад, он поражает большинство видов 
животных  [24,  27,  31].

Концепция «рак как орган» означает ради-
кальный отход от общепринятых представлений. 
Но  хотя этот термин и вошел в научный оби-
ход (показательно признание того, что сложность 
раковой опухоли может превышать сложность 
нормальных тканей  [6]), произошедшая смена 
парадигм осталась практически незамеченной. 

Причина, видимо, в том, что за первым решаю-
щим шагом (признанием принципиально иной, 
чем считалось ранее, природы этого феномена) 
не последовал второй, необходимый и очевид-
ный  – обсуждение функции, породившей этот 
орган (невозможно изучать орган в отрыве от 
его функции и вне эволюционной перспективы). 
В  данной работе сделана попытка восполнить 
этот пробел: наследственный рак рассматри-
вается как механизм очистительной селекции 
генофонда, спорадический рак  – как побочный 
продукт наследственного рака, а вредоносность 
раковой клетки  – как ее главное отличительное 
свойство. Предполагается, что нейтрализация ра-
кового интерактома может стать альтернативной 
стратегией лечения.

ЭВОЛЮЦИОННОЕ ПРОИСХОЖДЕНИЕ РАКА

Ранние предположения, что рак выполняет 
функцию очищающего отбора  [22,  32–35], не по-
лучили развития, поскольку большинство особей, 
которых убивает рак, находятся в пострепродук-
тивном возрасте [36]. Однако концепция «рак как 
орган» возрождает дискуссию, поскольку каждый 
орган имеет эволюционную основу своего суще-
ствования.

Есть два типа рака (наследственный и спо-
радический), и только первый способен осущест-
влять отрицательный отбор. Наследственный рак 
является следствием герминальной мутации в од-
ном из нескольких десятков критически важных 
генов  [34,  37], участвующих в репарации ДНК, 
регуляции клеточного цикла и апоптозе  [38]. 
Герминальная драйверная мутация, присутствую-
щая в каждой клетке организма (в том числе в 
его зародышевых клетках), создает высокий риск 
развития рака у ее носителя по двум причинам: 
во-первых, сокращается путь клеточной транс-
формации, и, во-вторых, будущая раковая клетка 
изначально находится в генетически неблагопо-
лучном микроокружении (ситуация «криминаль-
ного “семени” в криминогенной “почве”»  [39]). 
Таким образом, герминальная драйверная мута-
ция создает двойную опасность: для организма 
(большой риск высокопенетрантного рака в ран-
нем возрасте) и для вида (высокая вероятность 
передачи потомству). Однако реализация первой 
возможности предотвращает вторую (по выраже-
нию Стива Соммера, «рак убивает индивида и 
спасает вид»  [33]). Наследственные раковые син-
дромы с менделевским доминантным наследова-
нием резко снижают репродуктивный успех по-
томства  [40] и очищают генофонд от мутантных 
аллелей (частота предрасполагающих аллелей в 
популяции  <  1%)  [41,  42].
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Наследственный рак встречается относитель-
но редко [43–51], составляя лишь ~1% онкологиче-
ской заболеваемости. Возникает вопрос, как объ-
яснить огромное количественное преобладание 
спорадического рака, который вызывается сома-
тическими (не наследуемыми) мутациями, раз-
вивается на протяжении десятилетий и поражает 
в основном людей пострепродуктивного возраста. 
Действительно, зачем убивать стариков, не уча-
ствующих в эволюции? Возможно, ответ кроется 
в самом вопросе: рак убивает стариков именно 
потому, что они не участвуют в эволюции. В духе 
концепции антагонистической плейотропии  [40, 
52,  53] можно допустить, что рак присутствует в 
старости «по инерции», т.е. не по необходимости, 
а из-за невозможности от него избавиться (ста-
рость, не производящая потомства, не способна 
эволюционировать). Таким образом, спорадиче-
ский рак, вероятно, является побочным продук-
том наследственного рака, а его огромное количе-
ственное преобладание у Homo sapiens  – плата за 
искусственно созданную комфортную жизнь (со 
всеми ее излишествами и вредными привычка-
ми), за постоянно растущую (~2,5  года в десятиле-
тие) продолжительность жизни, обусловленную 
изменениями в гигиене, здравоохранении и пи-
тании  [40], а также за обусловленное старением 
снижение трансформационной резистентности 
стволовых клеток  [54]. В  странах со средней про-
должительностью жизни 75–80 лет риск заболеть 
раком составляет сегодня  ~50%, а при продолжи-
тельности жизни 120  лет он составит, по про-
гнозам, почти 90%  у  мужчин и более 70%  у жен-
щин [55]. Высокая заболеваемость раком является, 
вероятно, особенностью H.  sapiens  – этого далеко 
не типичного представителя животного мира. 
У  большинства других видов млекопитающих 
уровень заболеваемости гораздо ниже  [27,  56].

Чтобы проиллюстрировать разницу между 
наследственной и спорадической формами, рас-
смотрим аналогию рака с механизмом самоуни-
чтожения, встроенным в ракету; скрытый в нор-
мальных условиях, он обнаруживает себя лишь 
при аварии. Этот механизм может работать штат-
но, предотвращая катастрофические последствия 
в редких случаях отказа ракеты (наследственный 
рак), но может дать сбой в результате старения 
и порчи деталей в процессе хранения. Чем про-
должительнее хранение, тем чаще сбои (спора-
дический рак). Если в первом случае процесс 
инициируется одним из небольшого числа опре-
деленных отклонений от стандартной процедуры 
(и, соответственно, реализуется по нескольким 
четко определенным сценариям), то во втором 
случае его инициирует сочетание многих случай-
ных дефектов, накапливающихся в течение дли-
тельного времени (и, соответственно, реализация 

возможна во множестве вариантов). Эта аналогия 
может объяснить различия мутационных ланд-
шафтов наследственных и спорадических форм 
рака [57–59], а также их клинические, морфологи-
ческие и молекулярные различия.

Широкое использование секвенирования но- 
вого поколения  (NGS) для наследственного те-
стирования позволило экспериментально иссле-
довать корреляции генотипа и фенотипа у он- 
кологических больных [60]. Хотя феномен очища-
ющего отбора при наследственном раке кажется 
несомненным, недавние исследования поставили 
под вопрос его эффективность. Оказалось, что гер-
минальные патогенные варианты (germline path
ogenic variants,  GPV), предрасполагающие к вы-
сокопенетрантному раку, встречаются чаще, чем 
предполагалось  [51,  61,  62]. Более четверти рако-
вых опухолей у носителей таких GPV не имели 
специфических признаков, связанных с герми-
нальным аллелем  [58]. Это позволило предпо-
ложить, что опухоли развивались независимо от 
него и, следовательно, GPV менее пенетрантны, 
чем считалось ранее  [63].

В связи с этими данными можно высказать 
несколько соображений. Во-первых, определение 
статуса наследственных мутаций осложняется не-
ожиданно широким распространением таких яв-
лений, как постзиготный мозаицизм, аберрантная 
клональная экспансия и клональное кроветворе-
ние [47, 64–76], что иногда приводит к неправиль-
ной классификации. Во-вторых, при изучении 
рака как биологического феномена H.  sapiens вряд 
ли можно рассматривать в качестве репрезента-
тивной экспериментальной модели. В  животном 
мире рак оказывает значительное влияние на 
конкурентные способности особей, их восприим-
чивость к патогенам, уязвимость для хищников, 
способность к расселению  [31]. Условия среды 
обитания, в свою очередь, влияют на патогенез 
заболевания. Тысячи лет цивилизации привели к 
таким радикальным изменениям в образе жизни 
человека (гигиена, здравоохранение, питание) и 
окружающей его среде, что они могли значитель-
но снизить селективное давление наследственного 
рака. В-третьих, в недавнем исследовании эволю-
ционного воздействия детского рака на генофонд 
человека было установлено, что гены синдрома 
предрасположенности к детскому раку (pediatric 
cancer predisposition syndrome genes) находятся 
под сильным селективным давлением. Авторы 
резюмируют, что наследственный детский рак 
осуществляет естественный отбор, существенно 
влияющий на современный генофонд  [77].

Гипотеза о том, что «рак убивает индивида 
и спасает вид»  [33], приводит к контринтуи-
тивному взгляду на рак как альтруистический 
феномен. Основой биологической эволюции,  
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согласно Дарвину, является индивидуальный 
отбор (т.е.  эгоизм  – ее движущая сила). Однако, 
«возможно, самым замечательным свойством эво-
люции является ее способность порождать сотруд-
ничество в конкурентном мире»  [78]. Противоре- 
чие между положениями теории Дарвина и оби-
лием примеров кооперации и альтруизма в дикой 
природе было разрешено столетие спустя в тео-
риях инклюзивной приспособленности, родствен-
ного отбора  [79,  80] и «эгоистичного гена»  [81]. 
Хотя теоретические споры продолжаются до сих 
пор (см.  работы Nowak  et  al.  [82], Abbot et  al.  [83], 
Kay  et  al.  [84] и Efferson  et  al.  [85]), существование 
кооперации и альтруизма в биологических сооб-
ществах сомнений не вызывает.

Альтруизм наиболее активно обсуждается в 
связи с феноменом старения, начиная с ранних 
идей Вейсмана о программируемом старении 
и заканчивая концепцией программируемого и 
альтруистического старения, выдвинутой в рабо-
те Скулачева с соавторами  [86]. В  рамках послед-
ней развивается идея феноптоза (программируе-
мой гибели организма). По  аналогии с клетками 
многоклеточных организмов, обладающих меха-
низмом самоуничтожения (апоптоз)  [87], предпо-
лагается, что «сложные биологические системы 
снабжены программами, устраняющими те эле-
менты системы, которые стали опасными или 
ненужными для системы в целом»  [88]. Можно 
предположить, что рак  – частный случай фено-
птоза. На  уровне многоклеточного организма 
распространению опасных дефектов противодей-
ствует апоптоз, а на уровне популяции эту работу 
выполняет рак. Кажется вероятным, что апоптоз 
и рак  – первая и вторая линии защиты биологи-
ческой иерархии от вредоносных генетических 
повреждений.

ДРАЙВЕРНЫЕ МУТАЦИИ  
ЗАПУСКАЮТ ПРЕДСУЩЕСТВУЮЩУЮ  

ЭПИГЕНЕТИЧЕСКУЮ ПРОГРАММУ

Широко распространено мнение, что рак 
возникает в результате накопления в клетке 
драйверных мутаций и что рак так же необра-
тим, как и сами мутации. Хотя в подавляющем 
большинстве случаев мутации действительно 
предшествуют раку, они не являются абсолютно 
обязательными для канцерогенеза. Известны опу-
холи с небольшим числом мутаций или вовсе 
без них  [89], а реверсия рака может происходить, 
несмотря на их присутствие [90, 91]. Эпигенетиче-
ское перепрограммирование само по себе может 
стимулировать опухолевый рост  [92], в частности 
ингибирование синтеза Polycomb group proteins 
вызывает необратимый рост опухоли у плодовых 

мушек  [93]. Эти факты согласуются с представле-
нием о раке как изменении нормальной клеточ-
ной дифференцировки  [94]. В  свете концепции 
эпигенетических ландшафтов Уоддингтона драй-
верные мутации индуцируют эпигенетическое 
перепрограммирование, приводящее к крити-
ческому переходу от фиксированного состояния 
нормальной клетки к фиксированному состоянию 
раковой клетки  [91]. В  пользу этой точки зрения 
свидетельствует генетический анализ нескольких 
видов рака (молочной железы, толстой кишки, 
поджелудочной железы, глиобластомы), который 
показал, что драйверные мутации, значительно 
различающиеся у этих видов, повреждают тем не 
менее одни и те же сигнальные пути  [95].

Эти данные заставляют пересмотреть роль 
драйверных мутаций в канцерогенезе. Они, воз-
можно, не движущая сила стохастического про-
цесса канцерогенеза, а, скорее, триггеры пред-
существующей эволюционно консервативной 
эпигенетической программы. Очевидное сходство 
между эмбриогенезом и туморогенезом предпо-
лагает онкофетальное перепрограммирование, 
позволяющее раковым клеткам ускользать от 
иммунного ответа и способствующее их раз-
множению и метастазированию  [96]. Концепция 
драйверных мутаций как триггера эпигенетиче-
ской трансдифференцировки может примирить 
конфликтующие теории: SMT  (Somatic Mutation 
Theory)  [97], которая рассматривает рак как кле-
точную патологию, и  TOFT  (Tissue Organization 
Field Theory)  [98,  99], которая считает рак ткане-
вой патологией, обусловленной дефектами раз-
вития.

РАК КАК ПРОГРАММИРУЕМАЯ  
ГИБЕЛЬ ОРГАНИЗМА

Рак как орган должен иметь функцию, и она 
очевидна  – это киллерная функция, реализую-
щаяся поэтапно и имеющая черты программируе-
мой гибели организма  [35,  100]. Термин «раковая 
трансформация» обозначает более глубокое изме-
нение, чем просто обретение клеткой ряда фено-
типических признаков, таких как нерегулируемое 
деление, а именно радикальное изменение ее 
социального поведения: «клетка-созидатель» ста-
новится «клеткой-разрушителем». Если нормаль-
ная клетка поддерживает гомеостаз организма, 
то раковая клетка, подобно «зомби», подчиняет 
метаболизм хозяина своим потребностям  [101], 
строит «нишу»  [102,  103], обеспечивает себя кро-
воснабжением  [104], энергией  [105] и иннерва-
цией  [8,  106,  107], формирует микроокружение и 
преметастатические ниши  [108–112], колонизиру-
ет организм  [113] и, наконец, убивает его и  себя.
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Смерть онкологического больного воспри-
нимается как нечто настолько очевидное, само 
собой разумеющееся и присущее раку, что его 
киллерная функция не артикулируется явно, ей 
не уделяется должное внимание, и она не при-
сутствует в списке его отличительных свойств. 
Традиционное мнение о том, что смертность от 
рака есть следствие метастазирования, отождест
вляет метастазирование с вредоносностью, 
т.е. способностью раковой клетки убить организм 
(термин «вредоносность» используется здесь для 
отличия от «злокачественности», обозначающей 
онкологическую патологию в целом). Очевидно, 
однако, что метастазирование (распространение 
по организму) и вредоносность  – свойства рако-
вой клетки, хотя и тесно связанные, но, по сути, 
разные. В  этом отношении показателен тот факт, 
что ген  NALCN регулирует как метастазирова-
ние раковых клеток, так и диссеминацию нор-
мальных клеток без метастазов  [114]. Есть много 
свидетельств того, что причиной большинства 
случаев смерти от рака являются системные  
воздействия, а не метастазы  per  se  [1,  29,  115].

Вредоносность является, по-видимому, тем 
свойством раковой клетки, которое «еще ждет 
своего признания»  [116]: именно она формирует 
функциональную связь опухоли и организма, 
тогда как все остальные свойства играют, по-ви-
димому, лишь вспомогательную роль. Вредонос-
ность реализуется посредством разнообразного 
инструментария, включающего секретируемые 
факторы, внеклеточные везикулы, циркулирую-
щие нуклеиновые кислоты и нейрогенные фак-
торы  [8,  101,  117–133]. Этот арсенал, который 
можно обозначить как раковый интерактом, 
способен влиять на отдаленные ткани, вызывая 
различные паранеопластические синдромы [9–13, 
101, 134–136]. Интерактомы нормальных и рако-
вых клеток, обладающих одним геномом, должны 
быть в принципе одинаковы. Различия, видимо, 
лишь в «целеполагании»: те средства, которые 
нормальная клетка использует для поддержания 
гомеостаза организма, раковая клетка направляет 
на его разрушение, используя неадекватно време-
ни и/или месту, в неприемлемых концентрациях  
и/или сочетаниях. Одним из таких средств «двой-
ного назначения» является ассоциированный 
с клеточным старением секреторный фенотип 
(senescence-associated secretory phenotype,  SASP), 
который служит механизмом противоопухоле-
вой защиты при нормальном старении, но про-
туморогенным фактором у клеток, индуцирован- 
ных генотоксическим стрессом [121,  137,  138]. Воз-
можно, наиболее значимым проявлением вредо-
носности раковой клетки является хроническое 
воспаление, которое часто предшествует и всегда 
сопровождает злокачественный рост  [96, 139–145]. 

Являясь фундаментальным защитным механиз-
мом, призванным бороться с инфекциями и спо-
собствовать заживлению ран, «оно антагонистич-
но гомеостатическим механизмам организма, что 
объясняет неизбежное нарушение многих функ-
ций»  [146]. Недавно было показано, что слияние 
внеклеточных везикул с клетками-мишенями 
является триггером системного воспаления  [147]. 
Одним из следствий воспаления является также 
нетоз (neutrophil extracellular traps, NET)  – защит-
ный механизм, предназначенный для захвата 
и нейтрализации микробов, но способный при 
патологической хронической активации вызы-
вать полиорганную недостаточность [17, 148–152]. 
Кахексия также связана с воспалительным про-
цессом  [153–155]. Недавно было выявлено вовле-
чение в онкологический процесс периферической 
и центральной нервной системы  [8,  156–158].

НЕЙТРАЛИЗАЦИЯ РАКОВОГО ИНТЕРАКТОМА 
КАК СТРАТЕГИЯ ЛЕЧЕНИЯ

Если рассматривать рак как особый орган, его 
развитие – как серию предопределенных событий, 
а летальный исход – как результат присущей ему 
специфической функции, то понимание механиз-
ма последней есть необходимое условие успеш-
ной борьбы с этим злом. Общепринятое утвержде-
ние «рак  – не одна, а много разных болезней», 
констатирующее многообразие его проявлений, 
отражает клиническую точку зрения. Однако экс-
периментатор видит в этом многообразии единый, 
хотя и многовариантный, патогенетический меха-
низм.

Прогресс в войне против рака неудовлетво-
рителен по двум основным причинам. Во-первых, 
раковые клетки быстро учатся избегать средств 
поражения и после первых, часто очень значи-
тельных потерь, восстанавливают свои прежние 
позиции и переходят в наступление  [159]. Во-вто-
рых, глубинное родство раковых и нормальных 
клеток превращает химиотерапию в форму «дру-
жественного огня» с сопутствующими, порой 
тяжелыми, потерями. Эта ситуация заставляет 
рассматривать альтернативы существующей се-
годня стратегии лечения, направленной на уни-
чтожение раковых клеток, такие как адаптив-
ная терапия  [160,  161], стратегия «толерантной 
защиты»  [162,  163], стратегия реверсии рака  [91], 
стратегия нейтрализации, основанная на «анти-
дотах» вместо «ядов»  [164]. В  последнем случае 
предполагается переориентировать средства 
борьбы с органа на его функцию, т.е.  на раковый 
интерактом. Именно такую стратегию «нейтра-
лизации» применяет человек в борьбе со своими 
внешними врагами (ядовитыми животными): 
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вместо безнадежных и губительных попыток  
полного уничтожения самих животных исполь-
зуются эффективные и относительно безвредные 
специфические антидоты. Такая стратегия лечения 
может иметь ряд преимуществ перед существую-
щей сегодня: (1)  быть менее токсичной; (2)  иметь 
меньшую стоимость (при условии, что различные 
виды рака имеют сходный вредоносный интер-
актом); (3)  быть пригодной для химиопрофилак-
тики, применяющей лекарства для блокирования 
ранних стадий канцерогенеза  [165]. Известные се-
годня примеры нейтрализующей стратегии – при-
менение нестероидных противовоспалительных 
препаратов  (НПВП) для облегчения симптомов и 
улучшения самочувствия раковых больных  [166] 
и инъекции ДНКазы  I подопытным животным 
для ингибирования ассоциированного с нетозом 
метастазирования  [148].

Для получения эффективного противоядия 
необходимо знание механизма вредоносного эф-
фекта. Применительно к раку это означает тща-
тельное изучение опосредуемого интерактомом 
воздействия опухоли на отдаленные ткани. Необ-
ходимо выяснить степень вариабельности и спе-
цифичности как самого ракового интерактома, 

так и его тканевых и метаболических мишеней. 
В  этом контексте показательны исследования 
процесса старения, объектом которых является 
целостный организм. При этом для изучения мо-
лекулярных процессов в различных тканях на ге-
номном, эпигеномном, транскриптомном, протеом
ном и метаболомном уровнях был использован 
весь спектр высокопроизводительных «омик»-тех-
нологий  [167–169]. Можно предположить, что, как 
и в случае со старением, где полученные знания 
привели к значительным практическим результа-
там  [170], целостный подход к пораженному зло-
качественной опухолью организму позволит найти 
способы избежать ее губительного воздействия.
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Последние достижения в области функциональной геномики позволили идентифицировать 
тысячи коротких открытых рамок считывания (sORF) в 5′-лидерах мРНК млекопитающих. Хотя 
большинство sORF, по всей видимости, не кодирует функциональные белки, установлено, что 
небольшое их количество эволюционирует как белок-кодирующие гены. В результате десятки 
таких sORF уже аннотированы как белок-кодирующие гены. мРНК, которые содержат и бе-
лок-кодирующую sORF, и аннотированную белок-кодирующую открытую рамку считывания, 
называют бицистронными. В этой работе рассматриваются три гена, ASNSD1, SLC35A4 и MIEF1, 
из которых происходят соответствующие бицистронные мРНК. Обсуждается функциональная 
роль соответствующих белковых продуктов и регуляция трансляции этих бицистронных мРНК, 
а  также то, как такая необычная организация генов могла возникнуть в процессе эволюции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: инициация трансляции, реинициация, проскальзывающее сканирование, 
двойное кодирование, бицистронная мРНК.

DOI: 10.31857/S0320972525010034 EDN: CQDSNX

Принятые сокращения: ISR  – интегрированный стрессовый ответ; PFDL  – префолдин-подобный модуль; 
sORF  – короткая открытая рамка считывания; uORF  – открытая рамка считывания в 5′-лидере мРНК.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Ранние работы Marylin Kozak позволили уста-
новить основные принципы регуляции трансля-
ции в клетках эукариот, которые основаны на 
сканировании рибосомой 5′-лидеров мРНК  [1]. 
В соответствии с моделью сканирования, m7G-кеп, 
расположенный на 5′-конце всех молекул мРНК, 
узнаётся фактором инициации eIF4F. Этот фактор 
привлекает 43S рибосомный комплекс на мРНК за 
счёт взаимодействия между eIF4F и eIF3. Затем 
43S рибосомный комплекс начинает сканирова-
ние 5′-лидера мРНК до тех пор, пока не происхо-
дит узнавание стартового кодона (обычно AUG). 
После этого происходит диссоциация инициатор-
ных факторов, присоединение 60S субчастицы, и 
начинается синтез полипептида (см. соответству-
ющие обзоры  [2–5]).

Последовательности 5′-лидеров мРНК оказы-
вают значительное влияние на процесс скани-
рования, поскольку препятствия на пути скани-
рующей рибосомы могут снижать количество 
рибосомных комплексов, которые достигают 
стартового кодона. Интересно отметить, что при-
мерно половина мРНК млекопитающих содержит 
как минимум один AUG-кодон в своих 5′-лидерах, 
что приводит к возникновению коротких откры-
тых рамок считывания, uORF  [6–10]. Метод рибо-
сомного профилирования, который позволяет 
детектировать транслирующие рибосомы с одно-
нуклеотидным разрешением на полногеномном 
уровне  [11], позволил обнаружить множествен-
ные трансляционные события в 5′-лидерах мРНК. 
Этот результат делает устаревшим ранее исполь-
зуемый термин «5′-нетранслируемая область»  
(5′-НТО).
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Функциональная роль uORF интенсивно из-
учается. Множество работ посвящено изучению 
регуляторной функции uORF в регуляции транс-
ляции продукта основной рамки считывания, од-
нако мы не будем подробно останавливаться на 
этом аспекте, поскольку он подробно обсуждается 
в недавних обзорных статьях  [4,  12–21]. Однако  
некоторые uORF кодируют функциональные бел-
ки. Бицистронными мРНК называют те мРНК, 
которые кодируют два белка в двух разделённых 
открытых рамках считывания. Такая организация 
позволяет регулировать соотношение двух белко-
вых продуктов на трансляционном уровне. В дан-
ной работе обсуждаются три наиболее хорошо 
изученные бицистронные мРНК млекопитающих 
и приводятся данные об их трансляционной регу-
ляции. Также в данной работе выдвинут ряд пред-
положений о том, как изменение соотношения 
двух белков, закодированных в бицистронных 
мРНК, может влиять на клеточную физиологию.

ASDURF–ASNSD1

Генетический локус ASNSD1 кодирует слабо 
охарактеризованный белок, который предпо-
ложительно имеет глутамин-гидролизирующую 
активность. Кроме того, в этом локусе закоди-
рован короткий белок-кодирующий ген ASDURF 
(ENSG00000286053), который может экспрессиро-
ваться или как отдельная открытая рамка счи-
тывания за счёт использования альтернативного 
сайта полиаденилирования, расположенного в эк-
зоне  4 (внутри кодирующей последовательности 
ASNSD1), или как вышерасположенная открытая 
рамка считывания. По данным CAGE (cap analysis 
gene expression), полученным в ходе выполнения 
проекта FANTOM5  [22] (анализ проводился в ге-
номном браузере Zenbu  [23]), эти два гена имеют 
общий единственный промотор. Таким образом, 
ASNSD1 может транслироваться только с бици-
стронной мРНК, которая также содержит выше-
расположенный ASDURF (рис.  1,  а, рис.  1П При-
ложения, а).

Белок ASDURF, также известный как 
ASNSD1-SEP, изначально был идентифицирован 
Slavoff et  al.  [28] при использовании пептидом-
ного подхода, оптимизированного для идентифи-
кации коротких полипептидов. С использованием 
масс-спектрометрии разведения изотопов (isotope 
dilution mass spectrometry [29]) было показано, что 
внутриклеточная концентрация ASDURF в клетках 
K562 составляет 386 молекул на клетку [28]. Функ-
ция ASDURF оставалась неизвестной до 2020 года, 
когда Cloutier et  al. показали, что он является субъ-
единицей префолдин-подобного модуля (PFDL), 
входящего в состав комплекса PAQosome  [30]. 

PAQosome, или Rvb1–Rvb2–Tah1–Pih1/prefoldin-like 
(R2TP/PFDL)-комплекс, является специфическим 
шапероном, отвечающим за сборку и созревание 
многих ключевых мультисубъединичных белко-
вых комплексов в клетках млекопитающих  [31]. 
У млекопитающих этот комплекс состоит из двух 
модулей, R2TP и PFDL. Cloutier et  al. сначала при-
менили метод биотинилирования от сближения 
(proximity-dependent biotinylation, BioID), чтобы 
идентифицировать белки, взаимодействующие с 
двумя субъединицами PAQosome, PIH1D1 и UXT. 
Оказалось, что эндогенный ASDURF был обогащён 
в обоих экспериментах. Затем авторы примени-
ли аффинную очистку с помощью FLAG-тэга для 
двух других субъединиц, RPAP3 и URI1, и провели 
детекцию белковых партнёров с помощью масс-
спектрометрии. В этом случае ASDURF также был 
обнаружен среди обогащённых белковых парт-
нёров. Более того, очистка с помощью ASDURF–
FLAG позволила идентифицировать другие субъ-
единицы PAQosome, что подтверждает тот факт, 
что ASDURF является интегральным компонентом 
PFDL-модуля. Сборка in  vitro комплекса PFDL из 
очищенных компонентов показала, что ASDURF 
является шестой субъединицей гетерогексамер-
ного комплекса PFDL, который также содержит 
субъединицы UXT1, PFDN6, PDRG1, URI1 и PFDN2. 
Взаимодействие ASDURF с другими субъединица-
ми PFDN было независимо подтверждено Hofman 
et  al.  [32].

PAQosome вовлечена в регуляцию активности 
многих мультисубъединичных и рибонуклеопро-
теиновых комплексов, таких как рибонуклеопро-
теины семейства L7Ae (snoRNP (малые ядрыш-
ковые рибонуклеопротеины) box C/D и H/ACA, 
snRNP (малые ядерные рибонуклеопротеины) U4, 
теломеразная и селенобелковая мРНП), snRNP U5, 
киназные комплексы Phosphatidylinositol 3-kinase-
related (PIKKs) (ATM, ATR, DNA-PKcs, mTOR, SMG-1 
и TRRAP) и РНК-полимеразы  I, II и III  [33–38]. 
Если ASDURF необходим для функционирования 
PAQosome, то его отсутствие может повлиять на 
жизнеспособность клетки. Недавно, используя 
скринирование с помощью CRISPR–Cas9, Hofman 
et  al.  [32] показали, что инактивация ASDURF сни-
жает жизнеспособность клеток MYC-направляемой 
медуллобластомы. Важно отметить, что возобнов-
ление экспрессии ASDURF возвращало жизнеспо-
собность клеток. In  vivo нокаут ASDURF увеличи-
вал общую выживаемость мышей с ксенографтами 
D425 MYC-направляемых клеток медуллобластомы. 
Интересно отметить, что нокаут ASDURF in  vitro 
снижал включение бромоуридина в S-фазе кле-
точного цикла, что говорит о возможной актив-
ности ASDURF/PFDL в контроле клеточного цикла.

Значительно меньше известно про ASNSD1, 
который закодирован во втором цистроне. 
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Рис. 1. ASDURF–ASNSD1. а  – Данные Riboseq и RNAseq для гена ASNSD1, полученные с помощью геномного 
браузера GWIPS-Viz  [24]. Эволюционная консервативность нуклеотидов у 100 позвоночных показана как сиг-
нал PhyloP (phyloP100way)  [25]. б  – Данные Riboseq из транскриптомного браузера Ribocrypt (ribocrypt.org, 
подготавливается к публикации), рибосомные футпринты окрашены в цвета, соответствующие трём от-
крытым рамкам считывания, показаны внизу диаграммы. в  – Множественное выравнивание последова-
тельности, проведённое с помощью инструмента CodAlignView («CodAlignView: a tool for exploring signatures  
of protein-coding evolution in an alignment», I.  Jungreis, M.  Lin, M.  Kellis, in preparation), использован набор 
выравниваний hg30_100. г  – Структуры и выравнивание белков ASDURF Homo  sapiens, Gallus  gallus и Danio 
rerio. Структурные модели получены с помощью AlphaFold3  [26]. Выравнивание последовательностей про-
водилось с помощью ClustalW  [27]. д  – Схематическое представление бицистронной мРНК ASDURF–ASNSD1. 
AUG-кодоны, расположенные перед вторым цистроном, отмечены цветными стрелками. Функциональная 
роль соответствующих белковых продуктов показана на схеме внизу
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ASNSD1 имеет N-концевой домен class-II glutamine 
amidotransferase и C-концевой домен asparagine 
synthase  B, принадлежащий к суперсемейству 
adenine nucleotide alpha hydrolase (AANH). Этот бе-
лок, скорее всего, вовлечён в синтез аспарагина.

Анализ данных рибосомного профилирова-
ния человеческих клеточных линий показывает 
наличие трёх транслируемых участков: короткой 
uORF, кодирующей двухаминокислотный MP-пеп-
тид (расположена на расстоянии 46  нуклеотидов 
от первого цистрона), ASDURF (первый цистрон) 
и ASNSD1 (второй цистрон) (рис.  1,  б). Триплет-
ная периодичность сигнала рибосомного профи-
лирования соответствует трансляции этих трёх 
открытых рамок считывания. ASDURF транслиру-
ется на порядок более эффективно по сравнению 
с ASNSD1, что, по всей видимости, говорит о том, 
что первый цистрон подавляет трансляцию вто-
рого цистрона (рис.  1,  б). Однако интересно отме-
тить, что в экспериментах с репортерными кон-
струкциями мутация стартового кодона ASDURF 
активировала трансляцию люциферазы, слитой 
со стартовым кодоном второго цистрона, всего 
в 2  раза  [39], что меньше ожидаемого эффекта. 
По  всей видимости, в случае, когда стартовый 
AUG-кодон ASDURF мутирован, рибосомы начи-
нают инициировать на тех AUG-кодонах внутри 
открытой рамки считывания ASDURF, которые в 
норме не узнаются.

Филогенетический анализ показал, что после-
довательность ASDURF, которая соответствует пер-
вому экзону, консервативна у млекопитающих, в 
то же время последовательности 2 и 3  экзонов 
содержат множественные синонимичные замены 
также в геномах позвоночных (рис.  1,  в). Анализ 
ASNSD1-генов Gallus  gallus и Danio  rerio показал, 
что эти животные имеют альтернативные первые  
экзоны, содержащие AUG-кодон в рамке счи-
тывания ASDURF. Из-за этого N-концевая часть 
ASDURF является наиболее вариабельной. Одна-
ко, в соответствии с моделированием с помощью 
AlphaFold  3, эти белки тем не менее могут иметь 
похожую структурную организацию, соответству-
ющую структуре b-префолдина (рис.  1,  г).

Каким образом может регулироваться транс-
ляция бицистронной мРНК ASDURF–ASNSD1? 
Чтобы исследовать эффективность инициации на 
AUG-кодонах, мы исследовали данные о количе-
ственном анализе трансляционной эффективно-
сти AUG-кодонов со всеми возможными комби-
нациями нуклеотидного контекста в положении 
от −6 до +5  [40]. Эффективность контекстов старто-
вых кодонов находится в диапазоне от  12 (самые 
неэффективные) до  150 (самые эффективные). 
Интересно отметить, что все AUG-кодоны, рас-
положенные перед ASNSD1, включая стартовый 
кодон ASDURF, имеют средние или слабые кон-

тексты (рис.  1,  д). Основываясь на этих данных, 
мы предполагаем, что трансляция ASNSD1 может 
регулироваться или в условиях изменения эф-
фективности узнавания стартовых кодонов, или 
при регуляции скорости элонгации трансляции. 
Усиление инициации на неоптимальных AUG-
кодонах или снижение скорости рибосом, транс-
лирующих первый цистрон ASDURF, должно, в 
свою очередь, значительно снижать трансляцию 
второго цистрона ASNSD1.

SLC35A4URF–SLC35A4

Генетический локус SLC35A4 кодирует белок, 
для которого изначально была предсказана актив-
ность в трансмембранном транспорте пиримиди-
новых нуклеотидов, связанных с сахарами. Кроме 
того, в этом локусе находится короткий белок-ко-
дирующий ген ENSG00000293600, который распо-
ложен перед SLC35A4. По аналогии с описанным 
ранее случаем мы предлагаем называть этот ген 
SLC35A4URF. SLC35A4URF может транслироваться 
либо как отдельная открытая рамка считывания, 
если используется альтернативный сайт поли-
аденилирования между SLC35A4 и SLC35A4URF, 
или в составе бицистронной мРНК. На основании 
анализа данных CAGE, полученных в ходе выпол-
нения проекта FANTOM5  [22] (анализ проводился 
в геномном браузере Zenbu  [23]), можно заклю-
чить, что SLC35A4 может транслироваться только 
с  бицистронной мРНК (рис.  2,  а, рис.  П1,  б).

В 2015  г. мы предсказали, что вышерасполо-
женная короткая открытая рамка считывания в 
гене SLC35A4 может кодировать функциональный 
белок [41]. Функциональная роль SLC35A4URF, или 
SLC35A4-MP, изучалась в двух недавних работах, 
где было показано, что этот белок связан с мито-
хондриями  [42,  43]. Yang et  al.  [43] показали, что 
белок SLC35A4URF локализован в митохондриях. 
Используя ко-иммунопреципитацию и после-
дующую масс-спектрометрию, а также анализ с 
помощью Вестерн-блоттинга, авторы показали, 
что изучаемый белок взаимодействует с бел-
ками внешней мембраны митохондрий, в част-
ности, с VDAC1 и VDAC3. Кроме того, эксперимен-
ты по совместному окрашиванию показали, что 
SLC35A4URF колокализуется с маркером внешней 
митохондриальной мембраны TOMM20. Rocha 
et  al. [42] создали кроличьи поликлональные ан-
титела против SLC35A4URF и также показали, что 
этот белок локализован в митохондриях. Однако 
на основании экспериментов с протеиназой  К 
был сделан вывод о том, что SLC35A4URF являет-
ся белком не внешней, а внутренней мембраны 
митохондрий. Эти результаты согласуются с нали-
чием однопроходного трансмембранного домена, 
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Рис. 2. SLC35A4URF–SLC35A4. а  – Данные Riboseq и RNAseq для гена SLC35A4, полученные с помощью геном-
ного браузера GWIPS-Viz [24]. Эволюционная консервативность нуклеотидов у 100 позвоночных показана как 
сигнал PhyloP (phyloP100way)  [25]. б  – Данные Riboseq из транскриптомного браузера Ribocrypt (ribocrypt.org, 
подготавливается к публикации), рибосомные футпринты окрашены в цвета, соответствующие трём от-
крытым рамкам считывания, показаны внизу диаграммы. в  – Данные Riboseq и RNAseq для гена SLC35A4  
Danio rerio, полученные с помощью геномного браузера GWIPS-Viz  [24]. г  – Множественное выравнивание 
последовательности, проведённое с помощью CodAlignView («CodAlignView: a tool for exploring signatures of 
protein-coding evolution in an alignment», I.  Jungreis, M.  Lin, M.  Kellis, in preparation), использован набор вы-
равниваний hg30_100 E. д  – Схематическое представление бицистронной мРНК SLC35A4URF-SLC35A4. AUG-
кодоны, расположенные перед вторым цистроном, отмечены цветными стрелками. Функциональная роль 
соответствующих белковых продуктов показана на схеме внизу
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расположенного между аминокислотами  62 и 84 
в SLC35A4URF  [42].

Было показано, что функциональная роль 
SLC35A4URF связана с дыхательной цепью мито-
хондрий. Используя редактирование генома, Rocha 
et al. создали соответствующую нокаутную линию 
HEK293T и показали, что потеря SLC35A4URF при-
водит к значительному подавлению базального 
и максимального дыхания, а также дыхания при 
утечке протонов. Интересно отметить, что трёх-
кратное повышение экспрессии SLC35A4URF в 
клетках MCF7 нарушает клеточный рост, что со-
провождается потерей мембранного потенциала 
митохондрий. Кроме того, происходит активация 
транскрипции генов, вовлечённых в пути, связан-
ные с активностью митохондрий, такие как ответ 
на гипоксию и негативная регуляция мембран-
ного потенциала митохондрий. Эти результаты 
говорят о том факте, что количество SLC35A4URF 
должно строго регулироваться для поддержания 
оптимального клеточного роста.

Функциональная роль продукта второго ци-
строна, SLC35A4, связана с регуляцией гликозили-
рования в аппарате Гольджи. SLC35A4 и его пара-
лог SLC35A1 могут быть вовлечены в транспорт 
CDP-рибитола (CDP-ribitol) из цитоплазмы в аппа-
рат Гольджи  [44]. CDP-рибитол, который синтези-
руется в цитоплазме с помощью фермента ISPD, 
используется для сборки сложного гликана на 
гликобелке α-дистрогликане (α-dystroglycan) при 
помощи ферментов аппарата Гольджи FKTN и 
FKRP  [45]. Эта модификация с помощью остатков 
рибитола необходима для правильного взаимо-
действия α-дистрогликана с белками внеклеточ-
ного матрикса, такими как ламинин. Локализация 
экзогенного белка SLC35A4 в аппарате Гольджи 
была показана Rocha et  al.  [42].

Данные Riboseq для бицистронной мРНК 
SLC35A4URF–SLC35A4 показывают, что первый 
цистрон транслируется эффективно, при этом 
трансляция второго цистрона практически не де-
тектируется (рис.  2,  а  и  б). После открытой рамки 
считывания первого цистрона, имеющей длину 
312  нт, следует спейсер длиной 407  нт, который 
содержит несколько AUG-кодонов (всего перед 
вторым цистроном находятся 11  AUG). Филогене-
тический анализ показал, что спейсерный регион 
является наименее консервативным в геномах 
позвоночных (рис.  2,  г). Интересно отметить, что 
данные рибосомного профилирования для Danio 
rerio, у которой межцистронный спейсерный 
участок гораздо короче по сравнению с челове-
ком, показывают трансляцию обоих цистронов 
(рис.  2,  в).

Регуляция трансляции бицистронной мРНК 
SLC35A4URF-SLC35A4 при интегрированном стрес-
совом ответе (ISR) была обнаружена в двух неза-

висимых исследованиях [41, 46]. При развитии ISR 
трансляция SLC35A4 значительно увеличивается, 
что сопровождается подавлением трансляции 
первого цистрона. Andreev et al. [41] использовали 
репортерные конструкции, в которых второй ци-
строн был заменён геном люциферазы светлячка. 
В нормальных условиях трансляция кепирован-
ной бицистронной мРНК давала очень низкие, 
но детектируемые значения люциферазной актив-
ности. Эти значения были на два порядка ниже 
значений для репортерной мРНК с коротким 
5′-лидером. После обработки арсенитом, который 
вызывает фосфорилирование фактора инициации 
eIF2, трансляция второго цистрона увеличива-
лась, в то время как трансляция контрольной ре-
портерной мРНК подавлялась примерно в  10  раз. 
Таким образом, последовательность мРНК перед 
вторым цистроном SLC35A4 достаточна для при-
дания устойчивости к стрессу. Анализ последо-
вательности показывает, что все 11  AUG-кодонов,  
расположенных перед вторым цистроном, име-
ют неоптимальные нуклеотидные контексты 
(рис.  2,  д). Вероятно, трансляция второго цистро-
на возможна благодаря проскальзывающему ска
нированию.

Подводя итог, можно предположить, что 
трансляционный контроль SLC35A4URF-SLC35A4 
может связывать митохондриальное дыхание и 
межклеточный матрикс. При ISR трансляция пер-
вого цистрона снижается, что должно приводить 
к снижению активности дыхательной цепи мито-
хондрий. В то же время стресс-зависимая актива-
ция трансляции второго цистрона, SLC35A4, мо-
жет стимулировать созревание α-дистрогликана. 
Стоит отметить, что трансляция SLC35A1, кото-
рый также вовлечён в транспорт CDP-рибитола, 
значительно подавляется при стрессе, вызванном 
обработкой арсенитом  [41]. Интересно, что при 
оверэкспрессии SLC35A4 в клетках, в которых 
отсутствует SLC35A1, гликозилирование α-дистро-
гликана восстанавливается, однако молекулярный 
вес его гликозилированной формы значительно 
снижается  [44]. По всей видимости, SLC35A4 спо-
собен менять паттерн гликозилирования своего 
субстрата. Можно предположить, что в условиях 
стресса паттерн гликозилирования α-дистроглика-
на может меняться из-за изменения соотношения 
белков SLC35A4 и SLC35A1.

MIURF–MIEF1

На основании филогенетического анализа 
вышерасположенной открытой рамки считыва-
ния было выдвинуто предположение, что гене-
тический локус MIEF1 может кодировать бици-
стронную мРНК [41]. Продукт трансляции второго 
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цистрона, MIEF1, играет роль в регуляции деления 
и слияния митохондрий. Кроме того, в первом ци-
строне (ENSG00000285025) закодирован небольшой 
белок MIURF. Этот белок локализован в митохон-
дриях и, возможно, также способен регулировать 
активность MIEF1. На основании анализа данных 
CAGE, полученных в ходе выполнения проекта 
FANTOM5  [22] (анализ проводился в геномном 
браузере Zenbu  [23]), было выяснено, что MIURF 
и MIEF1 имеют общий промотор (рис.  1П,  в).

MIEF1 (также известен как MID51) и MIEF2 
(также известен как MID49) являются двумя схо-
жими белками, открытыми в 2011 году. Эти белки 
вовлечены в регуляцию динамики митохондрий, 
поскольку при их подавлении или оверэкспрессии 
меняется морфология митохондрий  – происходит 
их деление или слияние  [47]. Белки семейства 
MIEF являются белками внешней митохондриаль-
ной мембраны. Эти белки содержат однопроход-
ный трансмембранный домен на своём N-конце, 
при этом большая часть белка ориентирована в 
цитозоль. Белки семейства MIEF являются рецеп-
торами, связывающими как белки, активирующие 
слияние митохондрий (MFN1 и MFN2), так и белок 
DRP1, активирующий деление митохондрий  [48]. 
Было показано, что белки семейства MIEF могут 
образовывать олигомеры, а также взаимодейство-
вать со своими цитоплазматическими доменами, 
что может приводить к сближению и последую-
щему слиянию соседних митохондрий  [48].

Белок MIURF, закодированный в первом ци-
строне, имеет две различные активности: он ре
гулирует трансляцию в митохондриальном мат-
риксе, а также регулирует активность MIEF1, 
который локализован на цитоплазматической 
стороне внешней мембраны митохондрий. MIURF 
был впервые обнаружен в составе интермедиата 
сборки большой рибосомной субчастицы мито-
хондрий. Незрелые рибосомные субъединицы ми-
тохондрий были выделены из клеточной линии, 
полученной на основе HEK293S, и проанализиро-
ваны с помощью криоэлектронной микроскопии. 
Авторы обнаружили дополнительную электрон-
ную плотность рядом с белком uL14m. Исполь-
зуя алгоритмы предсказания пространственной 
структуры на основе электронной плотности, а 
также проведя анализ белков методом масс-спек-
трометрии, исследователи идентифицировали 
три белка: MALSU, mt-ACP и MIURF (на момент 
публикации этот белок назывался L0R8F8). Было 
предположено, что этот белковый модуль пред-
отвращает преждевременную ассоциацию рибо-
сомных субчастиц  [49]. Rathore et  al.  [50] полу-
чили дополнительное подтверждение того, что 
MIURF вовлечён в регуляцию митохондриальной 
трансляции. Используя разные подходы, авторы 
показали, что MIURF взаимодействует с митохон-

дриальной рибосомой, и что MIURF стимулирует 
митохондриальную трансляцию. Важно отметить: 
в этих двух работах было показано, что митохон-
дриальные рибосомы взаимодействуют с эндо-
генным белком MIURF, что является серьёзным 
аргументом, подтверждающим вовлечённость 
этого белка в процесс трансляции в митохондри-
ях. До конца не ясно, является ли MIURF только 
фактором биогенеза рибосом, или он также спо-
собен напрямую участвовать в процессе транс- 
ляции.

Другая активность MIURF была обнаружена в 
2020  году. Chen et  al.  [51] применили полногеном-
ный скрининг CRISPR, чтобы идентифицировать 
неканонические открытые рамки считывания, ко-
торые влияют на клеточный рост, и в результате 
MIURF попал в список наиболее значимых обна-
ружений. Далее, авторы показали, что экзоген-
ный MIURF, слитый с тэгом, способен физически 
взаимодействовать с продуктом второго цистро-
на MIEF1. Важно отметить, что и тэгированный 
MIEF1 позволил выделить MIURF. Интересно от-
метить, что оверэкспрессия MIURF приводит к 
делению митохондрий, а нокаут MIURF приводит 
к повышенному слиянию митохондрий. Данный 
эффект может быть устранён при экзогенной экс-
прессии MIURF. Эти результаты показывают, что 
MIURF может влиять на активность MIEF1 за счёт 
регуляции взаимодействий с белками, регулирую-
щими деление и слияние митохондрий.

Для того чтобы понять, как может регу-
лироваться трансляция бицистронной мРНК 
MIURF-MIEF1, мы проанализировали данные ри-
босомного профилирования (рис.  3,  а  и  б) и про-
вели филогенетический анализ (рис.  3,  в). Данные 
Riboseq говорят о трансляции обоих цистронов в 
бицистронной мРНК. У человека перед вторым 
цистроном находятся 5  AUG-кодонов. С третьего 
AUG-кодона в неоптимальном нуклеотидном кон
тексте начинается трансляция MIURF. Анализ 
геномов позвоночных говорит о том, что откры-
тая рамка считывания MIURF консервативна у 
позвоночных, в то же время спейсер между двумя 
цистронами менее консервативен. Поскольку все 
пять AUG-кодонов имеют неоптимальные нук-
леотидные контексты, можно предположить, что 
трансляция второго цистрона может регулиро-
ваться за счёт проскальзывающего сканирования  
(рис.  3,  г).

Интересно отметить, что трансляция MIURF 
и MIEF1 дифференциально регулируется в про-
цессе развития ISR, индуцированного обработкой 
клеток арсенитом  [41]. В условиях стресса значи-
тельно снижается соотношение трансляции пер-
вого цистрона MIURF и второго цистрона MIEF1. 
Этот результат говорит о возможности того, 
что трансляционный контроль MIURF и MIEF1  
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Рис. 3. MIURF–MIEF1. а  – Данные Riboseq и RNAseq для гена MIEF1, полученные с помощью геномного брау-
зера GWIPS-Viz  [24]. Эволюционная консервативность нуклеотидов у 100  позвоночных показана как сигнал 
PhyloP (phyloP100way)  [25]. б  – Данные Riboseq из транскриптомного браузера Ribocrypt (ribocrypt.org, под-
готавливается к публикации), рибосомные футпринты окрашены в цвета, соответствующие трём открытым 
рамкам считывания, показаны внизу диаграммы. в  – Множественное выравнивание последовательности, 
проведённое с помощью CodAlignView («CodAlignView: a tool for exploring signatures of protein-coding evolution 
in an alignment», I.  Jungreis, M.  Lin, M.  Kellis, in preparation), использован набор выравниваний hg30_100.  
г – Схематическое представление бицистронной мРНК MIURF-MIEF1. AUG-кодоны, расположенные перед вто-
рым цистроном, отмечены цветными стрелками. Функциональная роль соответствующих белковых продук-
тов показана на схеме внизу
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может оказывать влияние на различные мито-
хондриальные процессы. При нормальных усло-
виях MIURF продуцируется больше, чем MIEF1. 
Протеомный анализ, проведённый в работе 
Delcourt et al. [52], показал, что отношение белков 
MIURF/MIEF при нормальных условиях роста для 
клеток HEK293, HeLa и клеток кишечника чело-
века составляет 2,71, 5,73 и 2,62 соответственно. 
Поскольку MIURF синтезируется в цитоплазме, 
он способен в первую очередь связаться с MIEF1, 
который локализован на поверхности внешней 
мембраны митохондрий. Избыток молекул MIURF, 
по-видимому, затем транспортируется в митохон-
дриальный матрикс для участия в созревании ми-
тохондриальных рибосом. При стрессе отношение 
количества MIURF и MIEF1 снижается. Если все 
имеющиеся молекулы MIURF окажутся связаны в 
комплексе с MIEF1, биогенез рибосом в митохон-
дриях будет заблокирован. Эта гипотеза требует 
экспериментального подтверждения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе проведён анализ данных о 
трансляционной регуляции и функциональной 
роли трёх бицистронных мРНК, которые эволю-
ционно консервативны у позвоночных. Во всех 
трёх случаях два цистрона играют различные 
функциональные роли. В связи с этим возникает 
вопрос о том, каким образом данные бицистрон-
ные мРНК могли возникнуть в ходе эволюции. 
Стоит отметить, что все три гена имеют парало-
ги, соответствующие их вторым цистронам (ASNS; 
SLC35A1, A2, A3, A5 и MIEF2), при этом у таких 
паралогов нет соответствующих вышерасполо-
женных открытых рамок считывания. На осно-
вании этого можно предположить, что ASNSD1, 
SLC35A4 и MIEF1 могли образоваться в процессе 
дупликации генов, при котором произошло объ-
единение с первыми цистронами, которые до 
этого функционировали индивидуально. Такие 
слияния привели к образованию регуляторных 
систем, которые контролируются на трансляци-
онном уровне, что по какой-то причине оказало 
положительное влияние на жизнеспособность 
организма и сохранилось в процессе эволюции. 
Интересно отметить, что межцистронные после-
довательности, которые должны оказывать зна-
чительное влияние на регуляцию трансляции, в 
целом менее консервативны по сравнению с ци-
стронами. Вероятно, эти последовательности эво-
люционировали по-разному у разных животных, 
чтобы обеспечивать точный трансляционный 
контроль. В качестве примера можно привести 
ген SLC35A4, в котором межцистронный спейсер 
у человека имеет значительно большую длину и 

больше AUG-кодонов (5 и 1  AUG) по сравнению с 
Danio rerio.

Необычная бицистронная организация мРНК 
предполагает наличие специфических механиз-
мов трансляционного контроля. Изменения в 
активности компонентов трансляционного аппа-
рата способны привести к быстрому изменению 
трансляции белков, закодированных в первых 
и вторых цистронах. Действительно, для двух 
из трёх описанных бицистронных мРНК было 
показано, что их трансляция дифференциально 
регулируется в условиях ISR, когда концентрация 
тройного комплекса eIF2–Met–tRNAi–GTP (tRNAi  – 
инициаторная тРНК) становится лимитирующей. 
Весьма вероятно, что регуляция трансляции этих 
мРНК не ограничивается ISR. Мы обнаружили, что 
во всех трёх случаях AUG-кодоны, расположенные 
перед вторым цистроном, имеют неоптимальные 
нуклеотидные контексты. Исходя из этого, можно 
предположить, что регуляция трансляции может 
осуществляться в условиях, при которых меня-
ется эффективность выбора стартовых кодонов. 
Ключевые факторы инициации, влияющие на 
эффективность выбора стартовых кодонов  – это 
eIF1 и eIF5 [53–59]. Повышенный уровень eIF1 сни-
жает инициацию на неоптимальных стартовых 
кодонах, eIF5 имеет противоположный эффект.  
Мы предполагаем, что эти факторы инициации 
способны регулировать трансляцию бицистрон-
ных мРНК, обсуждаемых в рамках данной работы. 
eIF4G2, также известный как DAP5 – ещё один бе-
лок, способный регулировать трансляцию бици-
стронных мРНК. В нескольких недавних работах 
показано, что eIF4G2 может регулировать транс-
ляцию мРНК, имеющих короткие открытые рам-
ки считывания в своих 5′-лидерах. Эта регуляция 
осуществляется либо за счёт проскальзывающего 
сканирования, либо за счёт реинициации [60–65]. 
В частности, было показано, что eIF4G2 регули-
рует трансляцию мРНК POLG, которая кодирует 
два различных белка, POLG и POLGARF [66]. Очень 
интересно выяснить, какие факторы отвечают за 
дифференциальную трансляцию двух цистронов 
в случае ASNSD1, SLC35A4 и MIEF1.

Количество аннотированных бицистронных 
мРНК продолжает увеличиваться. Недавно 25 ко-
ротких открытых рамок считывания в 5′-лидерах 
были аннотированы как новые белок-кодирую-
щие гены  [67]. Изучение функциональной роли 
этих новых белок-кодирующих генов позволит 
понять принципы эволюционирования геномов 
и установить новые случаи связанности различ-
ных клеточных процессов за счёт трансляцион-
ного контроля новых бицистронных мРНК. Для 
изучения этих случаев будут полезны приведён-
ные в данной работе примеры: ASNSD1, SLC35A4 
и MIEF1.
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Для растений, обладающих высокочувствительным к свету фотосинтетическим аппаратом, 
приспособленным к улавливанию энергии света даже при слабых световых потоках, чрезвы-
чайно опасны быстрые и значительные возрастания этого потока. Для решения проблем, вызы-
ваемых избыточной энергией падающего света, растения выработали целый ряд защитных 
механизмов, среди которых чрезвычайно важную роль играет нефотохимическое тушение воз-
буждённых состояний хлорофилла. Под нефотохимическим тушением, как правило, понимают 
совокупность различных механизмов, приводящих к сокращению времени жизни возбуждён-
ных состояний хлорофилла в фотосинтетической антенне и тем самым к снижению эффек-
тивного воздействия света на весь фотосинтетический аппарат. Наиболее быстродействующий 
механизм нефотохимического тушения  – так называемое энергозависимое тушение, которое 
активируется образованием трансмембранного протонного потенциала на тилакоидной мем-
бране. Основные молекулярные игроки в этом механизме – кислородсодержащие каротиноиды 
ксантофиллы и белки тилакоидной мембраны: компонент антенны, LhcSR, у водорослей и мхов 
и компонент фотосистемы  2, PsbS, у высших растений и эволюционно наиболее близких к 
ним групп водорослей. Данный обзор посвящён молекулярным механизмам энергозависимого 
нефотохимического тушения, причём основной акцент сделан на PsbS-зависимом тушении. 
Установление того факта, что PsbS не связывает пигменты, породило представление о кос-
венной PsbS-зависимой активации тушения, т.е.  о  генерации центров тушения в других ком-
понентах фотосинтетической антенны. В  качестве механизмов такой активации в настоящее 
время рассматриваются: влияние PsbS на константы кислотной диссоциации аминокислотных 
остатков взаимодействующих с ним белков главной и малых антенн фотосистемы  2; влияние 
на конформацию каротиноидов в антенных белках; наконец, обсуждается роль PsbS как «мем-
бранной смазки», увеличивающей подвижность главных антенн, LHCII, и обеспечивающей 
им возможность миграции в тилакоидной мембране и агрегации с последующим переходом 
в  затушенное состояние.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: энергозависимое тушение, прямое и косвенное тушение, PsbS, LhcSR, LHCII.
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ВВЕДЕНИЕ

Нефотохимическое тушение (НФТ) возбуждён-
ных состояний хлорофилла (Хл), рассматриваемое 
в этом обзоре,  – это непременный и на первый 
взгляд неожиданный спутник оксигенного фото-
синтеза. С  точки зрения первичных процессов 

фотосинтеза НФТ является конкурентом фотосин-
теза за энергию света. Однако наличие такого 
конкурента необходимо для безопасной органи-
зации всей молекулярной системы фотосинте-
тического аппарата  (ФСА), что связано с тремя 
обстоятельствами: (а)  высокая фотохимическая 
активность Хл в кислородной атмосфере; (б)  су-
щественные и быстрые перепады интенсивности 
света на поверхности земли даже на открытом  
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пространстве, а в ещё большей степени – под поло-
гом растительного сообщества; (в)  необходимость 
осуществлять фотосинтез даже при низкой интен-
сивности света, доходящего в этих условиях до 
растения. А  именно, зная коэффициент молярной 
экстинкции (ε) Хл (порядка 105 литр·моль−1·см−1 [1]  
в зависимости от растворителя, типа  Хл и выбора 
синего или красного пика), нетрудно показать, что 
при умеренной интенсивности света (100  мкмоль 
фотонов·м−2·с−1) средняя частота поглощения кван-
тов света одной молекулой  Хл будет составлять 
порядка 1  с−1, что на 2  порядка ниже скорости пе-
реноса электрона по электрон-транспортной цепи. 
Учитывая, что такая интенсивность примерно 
соответствует естественной освещённости на 
открытом пространстве в пасмурный день, а под 
пологом леса или в толще воды на глубине всего 
нескольких метров может быть ещё в 10–100  раз 
ниже  [2,  3], можно оценить, что как минимум 
99,0–99,9% времени ФСА будет простаивать в ожи-
дании очередного кванта света, если поглощение 
света и фотохимическую реакцию обеспечивает 
одна и та же молекула  Хл. Таким образом, фото-
синтез в этих условиях лимитируется доступно-
стью света, и естественный способ повышения его 
интенсивности  – увеличение светосбора за счёт 
создания большой (содержащей как минимум 
102  молекул Хл и/или других эффективных пиг-
ментов) светособирающей антенны вокруг каж-
дого реакционного центра  (РЦ). И действительно, 
практически все фотосинтезирующие организмы 
(если не считать архебактерии, использующие 
бактериородопсин в качестве светозависимого 
генератора мембранного потенциала) имеют фо-
тосинтетические антенны  – пигмент-белковые 
комплексы приблизительно с таким количеством 
пигментных молекул.

Однако оборотной стороной наличия фото-
синтетической антенны и высокой эффективно-
сти светосбора оказывается уязвимость ФСА перед 
воздействием интенсивного света. Как уже было 
сказано, для интенсивности света в природных 
условиях характерны существенные и быстрые 
флуктуации – более чем на порядок величины на 
открытых пространствах в силу изменения одной 
лишь облачности; под пологом леса смена усло-
вий затенения и солнечных бликов может давать 
102–103-кратные флуктуации освещённости с ха-
рактерными временами порядка минут [2, 4]. Если 

при некоторой интенсивности света его поглоще-
ние антенной и последующие реакции переноса 
электрона по цепи были сбалансированы, то при 
её многократном возрастании антенна насытит 
поток электронов, скорость которого теперь уже 
станет лимитирующей, и возрастёт время жиз-
ни возбуждённых состояний  Хл антенны  (Хл*), 
которые окажутся более невостребованными для 
обеспечения энергией фотохимической реакции 
разделения зарядов в РЦ (рис. 1). В результате воз-
растёт и вероятность синглет-триплетного пере-
хода 1Хл* → 3Хл* [5], а вместе с ним и вероятность 
образования синглетного кислорода в реакции (1) 
с триплетным Хл антенны  [6–12]:

3Хл* + 3O2 → 1Хл + 1O2.	 (1)

В подобных условиях избыточной энергии 
света необходим механизм, который позволит 
снизить время жизни Хл* и тем самым генера-
цию синглетного кислорода. Иными словами – не-
обходим иной «потребитель» запасённой в антен-
не энергии. Такой потребитель всегда доступен и 
готов поглотить любое количество энергии  – это 
тепловой резервуар. И  необходимо только от-
крыть канал для тепловой диссипации энергии 

Рис. 1. Схема, иллюстрирующая пути дезактива-
ции возбуждённого состояния  Хл антенны. Показа-
ны пути дезактивации и их эффективные константы 
для всего пула молекул Хл антенны: через фотохими-
ческую реакцию  (kP, дугообразная зелёная стрелка), 
безызлучательную тепловую диссипацию (kD, чёрная 
волнистая стрелка) и флуоресценцию (kF, вертикаль-
ная красная стрелка). Синей вертикальной стрел-
кой, направленной вверх, показан переход Хл в воз-
буждённое состояние при поглощении кванта света

Принятые сокращения: Вио  – виолаксантин; Зеа  – зеаксантин; Кар  – каротиноиды; Кс  – ксантофиллы; 
НФТ – нефотохимическое тушение; ПБК – пигмент-белковый комплекс; РЦ – реакционный центр; ФС1 и ФС2 – 
фотосистемы  1  и  2; ФСА  – фотосинтетический аппарат; Хл  – хлорофилл; Хл*  – возбуждённое состояние  Хл 
антенны; DGDG  – дигалактозил-диацилглицерол; LHCI (LHCII)  – главный светособирающий комплекс фо-
тосистемы  1  (2); LhcSR  – фотопротекторный белок водорослей; OCP  – оранжевый каротиноидный белок; 
PsbS  – фотопротекторная субъединица  S фотосистемы  2; qE  – энергозависимый компонент нефотохимиче-
ского тушения.



ПТУШЕНКО, РАЗЖИВИН50

БИОХИМИЯ том 90 вып. 1 2025

возбуждённых состояний молекул  Хл. Механизм, 
открывающий такой канал, получил название 
«нефотохимическое тушение». Слово «тушение» 
здесь происходит из оптического способа его 
наблюдения: с сокращением времени жизни  Хл* 
снижается (тушится) и интенсивность его флуо-
ресценции. Эпитет «нефотохимическое» означает 
несвязанность этого канала с фотохимической 
реакцией, запускающей цепь реакций переноса 
электронов. Этот канал дезактивации  Хл*, как 
было отмечено в начале статьи, конкурирует с 
энергозапасающими фотосинтетическими про-
цессами, однако он необходим для защиты ФСА 
от синглетного кислорода в условиях избытка 
света. Ключевым требованием к нему в таком 
случае оказывается его регулируемость – возмож-
ность (частичного) открытия/закрытия при изме-
нении условий освещения и/или других условий, 
которые приводят к нарушению баланса между 
поглощённой и использованной в реакциях фото-
синтеза энергией света. В  самом тушении и его 
регуляции участвуют каротиноидные пигменты 
ксантофиллы  (Кс) и белки, среди которых, по 
крайней мере у высших растений, центральную 
роль играет субъединица  S фотосистемы  2  (ФС2), 
обозначаемая  PsbS, а у большинства групп водо-
рослей  – очень близкий к антенным комплексам 
белок  LhcSR (у мохообразных в  НФТ участвуют 
оба белка).

В то время как роль LhcSR в НФТ как центра 
тушения в достаточной мере ясна, несмотря на 
почти четверть века изучения PsbS-зависимого 
НФТ, механизм этого процесса остаётся не вполне 
ясным. Появляющиеся новые данные об индук-
ции НФТ в некоторых мутантах или модельных 
системах претендуют на опровержение сложив-
шихся представлений о центрах тушения в  ФСА. 
В последние годы появился большой объём новой 
информации как о макромолекулярных структу-
рах суперкомплексов реакционных центров и све-
тособирающих антенн, так и о взаимодействиях 
отдельных аминокислотных остатков, лежащих 
в основе процессов индукции НФТ. Данный обзор 
посвящён в первую очередь роли PsbS в НФТ. Тем 
не менее для цельности изложения мы также 
приводим здесь данные и о функциях ксантофил-
лов в этом процессе.

Изложение существующих на сегодня пред-
ставлений о механизмах НФТ мы предварим опи-
санием тех пигмент-белковых комплексов  (ПБК) 
тилакоидной мембраны, в которых реализуется 
тушение  – антенных комплексов  ФС2 и фотосис
темы  1  (ФС1). Поскольку их строение различается 
у разных фотосинтетических организмов, мы сде-
лаем акцент в первую очередь на организации 
ПБК в «зелёной ветви» эукариотических фотосин-
тетиков (Viridiplantae).

ХЛОРОФИЛЛ-СОДЕРЖАЩИЕ  
ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИЕ  

ПИГМЕНТ-БЕЛКОВЫЕ КОМПЛЕКСЫ

В тилакоидной мембране хлоропласта Хл и 
каротиноиды  (Кар) локализованы как в самих 
фотосинтетических реакционных центрах  ФС1 
и  ФС2, так и в антенных комплексах. В  ФС2 
молекулы  Хл содержатся в белках  D1 и  D2  (про-
дукты генов psbA и psbD), образующих реакци-
онный центр  (по  6  молекул Хл  а), и в белках 
CP47 и CP43 (продукты генов psbB и psbC; содер-
жат  16 и 13  Хл  а, а также 5 и 3–4 молекулы  Кар 
соответственно [13, 14]), образующих внутреннюю 
антенну ФС2. Внешние антенные комплексы, ас-
социированные преимущественно с  ФС2, образо-
ваны продуктами большого семейства генов  lhcb. 
Главный антенный комплекс LHCII представляет 
собой гомо- или гетеротример, состоящий из трёх 
очень похожих друг на друга белков Lhcb1, -2 
и  -3 (гомотример Lhcb1 или гетеротример Lhcb1 
с Lhcb2 и Lhcb3), каждый из которых содержит 
8  Хл  а, 6  Хл  б и 4  Кс: 2  лютеина, неоксантин и 
виолаксантин  (Вио), который может заменяться 
на зеаксантин  (Зеа)  [15]. (У  зелёной водоросли 
Chlamydomonas  reinhardtii несколько больший на-
бор гомологичных белков: LhcbM1–LhcbM9  [16].) 
Непосредственно на периферии реакционных 
центров  ФС2, между ними и комплексами глав-
ных антенн, располагаются малые мономерные 
антенны CP29, CP26 и CP24 (CP24 отсутствует у 
зелёных водорослей)  – продукты генов lhcb4, 
lhcb5 и lhcb6, содержащие по 14  (11  Хл  а + 3  Хл  б), 
13  (10  +  3) и 11  (7  +  4) молекул  Хл и по 3  Кар со-
ответственно  [15]. В  наземных растениях пере-
численные ПБК существуют в виде суперком-
плексов: двух комплексов ФС2 (обозначаемых  C), 
двух прочно связанных  (S) и двух умеренно свя-
занных  (M) главных антенных комплексов; такие 
суперкомплексы обозначают C2S2M2. При высокой 
освещённости часть антенн может диссоцииро-
вать, оставляя «редуцированные» суперкомплек-
сы C2S2 и  C2S  [17]. В  хлоропластах шпината  [18], 
а также водорослей C.  reinhardtii  [19] и Chlorella 
sorokiniana  [20] были обнаружены более крупные 
комплексы C2S2M2L2, включающие дополнительно 
два слабо связанных антенных комплекса  (L). 
Таким образом, на один суперкомплекс  ФС2 при-
ходится до 200  молекул  Хл  (рис.  2).

Где-то на границе ФС2 располагается субъеди-
ница  S (PsbS), ответственная за индукцию  НФТ, 
имеющаяся у всех групп «зелёной ветви» фото-
синтезирующих организмов (Viridiplantae). Её точ-
ная локализация представляет пока неразрешён-
ную проблему: её не удаётся увидеть с помощью 
криоэлектронной микроскопии, что говорит о 
том, что она либо очень слабо связана с  ФС2,  
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Рис. 2. Схематичное изображение суперкомплекса ФС2, C2S2M2L2, включающего димер комплексов ФС2 (обо-
значаемых C) и по паре прочно (S), умеренно (M) и слабо связанных (L) главных антенных комплексов LHCII. 
Суперкомплекс стабилизируется малыми антеннами CP29, CP26, CP24 (последняя имеется у высших расте-
ний, но отсутствует у зелёных водорослей); вид в плоскости мембраны (со стороны стромы). Приблизитель-
ные контуры белковых субъединиц показаны сплошной линией, расположение молекул  Хл (без фитоль-
ных «хвостов»)  – зелёным  (Хл  а) или бирюзовым цветом  (Хл  б). Бирюзовой и розовыми точками показано 
расположение атомов железа и марганца в  ФС2 соответственно. Пересекающиеся в проекции на плоскость 
мембраны фрагменты белков (в частности, длинное плечо белка  CP29, контактирующее с  ФС2 со стороны 
стромы) не показаны. За основу схемы взяты данные криоэлектронной микроскопии о структуре суперком-
плекса из C. reinhardtii (код pdb: 6KAD [16]). Предполагаемое место расположения субъединицы PsbS соответ-
ствует гипотезе Su  et  al.  [17] для высших растений

либо может связываться с ней в различных по-
зициях  [21]. Эта ситуация сохраняется вплоть 
до самого последнего времени  [22]. У  всех групп 
водорослей и у мхов в тилакоидной мембране 
присутствует также другой белок, вызывающий 
НФТ, LhcSR (Light-Harvesting Complex Stress-Related 
protein). Показано, что у мха Physcomitrella  patens 
LhcSR связан с комплексами LHCII и локализуется 
преимущественно в тилакоидах стромы и немно-
го  – на краях гран  [23].

Вторым основным местом локализации Хл в 
ФСА являются РЦ и антенны  ФС1. Как и в случае 
ФС2, они образуют суперкомплексы, причём весь-
ма различные у разных групп фотосинтетических 
организмов. Для цианобактерий характерны три-

меры и в некоторых случаях тетрамеры  ФС1, для 
которых роль светособирающих антенн выпол-
няют водорастворимые фикобилины, но в неко-
торых условиях (при дефиците железа) это могут 
быть и хлорофилл-содержащие белки IsiA, облада-
ющие некоторым сходством с белком внутренней 
антенны ФС2, CP43, и образующие кольцо вокруг 
тримера ФС1  [24]. Для эукариотических фотосин-
тетиков характерны хлорофилл-содержащие мем-
бранные антенны Lhcr в линии красных водорос-
лей или гомологичные им Lhca – в линии зелёных 
водорослей и высших растений. Количество таких  
антенн на один РЦ ФС1 у высших растений  – 4, 
а  у  зелёных водорослей  – 10 (возможно, что это 
количество может меняться при акклимации  
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Рис. 3. Схематичное изображение суперкомплекса ФС1 (в литературе обозначаемого как PSI–LHCI–LHCII), 
включающего комплекс ФС1, несколько антенных комплексов LHCI (продукты генов lhca1–lhca9) и два глав-
ных антенных комплекса ФС2, LHCII; вид в плоскости мембраны. В  зависимости от вида и условий освеще-
ния суперкомплексы ФС1 могут содержать меньшее число антенн. За основу схемы взяты данные криоэлек-
тронной микроскопии о структуре суперкомплекса из C.  reinhardtii  (код  pdb:  7D0J  [28])

к изменению интенсивности света), причём антен-
ны в пределах каждого суперкомплекса представ-
ляют собой различные, хотя и близкие белки (Lhcr1, 
Lhcr2 и Lhcr3  – у красных водорослей, Lhca1–
Lhca9  – у зелёных, Lhca1–Lhca6  – у наземных ра-
стений). Кроме того, главный антенный комплекс 
ФС2, LHCII, также может пристыковываться к 
антенным комплексам ФС1  (рис.  3). По-видимому, 
именно эти антенны, окружающие РЦ ФС1, пре-
пятствуют их три- или тетрамеризации, в связи 
с чем у эукариотов суперкомплексы ФС1 с антен-
ной содержат только один комплекс ФС1  [24]. Со-
держание Хл и Кар в одном антенном белке Lhca 
составляет, в зависимости от вида и белка, от  12 
до 19  молекул  Хл (9–19  Хл  а и 1–5  Хл  б) и от  2 до 
5 молекул Кар (лютеин, бета-каротин, а также Вио 
или Зеа)  [25–27]. В  целом же можно оценить, что 
с учётом 96  молекул Хл  а в РЦ  ФС1 такие супер-
комплексы содержат до 250 молекул Хл у зелёных 
водорослей и 150  Хл  – у наземных растений (или 
приблизительно до 330 и 190 соответственно  – 
при наличии в суперкомплексе  LHCII).

Комплексы ФС1 располагаются в стромальных 
участках тилакоидов. Как упоминалось выше, у 
организмов, обладающих белком НФТ LhcSR (по 
крайней мере у P.  patens), он также присутствует 
в тилакоидах стромы и, следовательно, может 
тушить возбуждённые состояния Хл в суперком-

плексах ФС1 за счёт взаимодействия с антеннами 
LHCII, связанными с ФС1  [29]. Однако заметное 
снижение роли LHCII в светосборе для ФС1, про-
изошедшее при переходе от водорослей к высшим 
растениям, вероятно, сделало LhcSR-зависимое 
НФТ ненужным и привело к исчезновению этого 
белка у сосудистых растений [30]. Кроме того, экс-
периментальные данные и результаты модельных 
расчётов показывают, что при наиболее обычных 
условиях (при умеренно высоких интенсивностях 
света, характерных для естественного освещения) 
интенсивность флуоресценции ФС1 относительно 
невелика  – от ~5  до  14% (см.  подробное обсужде-
ние в статье Schreiber и Klughammer [31]; флуорес-
ценция ФС1 может достигать 25–30%, по крайней  
мере у цианобактерий и эукариотических водо-
рослей, однако это происходит лишь при ин-
тенсивностях порядка 5000–8000  мкмоль  фото-
нов  м−2·с−1  [32], т.е.  примерно в 2,5–4  раза выше, 
чем максимально возможная интенсивность 
света на поверхности Земли в субтропической 
зоне  [33]). Это указывает на относительно низ-
кую стационарную концентрацию возбуждённых 
состояний Хл в ФС1 в естественных условиях осве-
щения, не требующую привлечения дополнитель-
ных эффективных механизмов тушения. Поэтому 
рассматриваемые ниже механизмы тушения в ос-
новном относятся к Хл антенн, связанных  с  ФС2.
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ОСНОВНЫЕ ФОТОФИЗИЧЕСКИЕ МОДЕЛИ 
НЕФОТОХИМИЧЕСКОГО ТУШЕНИЯ

Формально открытие канала тепловой дезак-
тивации Хл* описывается возрастанием констан-
ты тепловой диссипации kD  (рис.  1) и связано с 
переносом возбуждения на пигмент (или группу 
пигментов) с короткоживущим возбуждённым со-
стоянием. Оказавшись на этом пигменте-ловушке, 
энергия возбуждения быстро перераспределяется 
по тепловым (колебательным) степеням свободы 
молекулы и её окружения, не представляющим 
опасности с точки зрения химической актив-
ности. Такие пигменты или группы пигментов 
называют центрами тушения; фактически они 
действительно играют роль стоков для возбужде-
ния, мигрирующего по антенне. Неоднократно 
было показано, что в безызлучательной тепловой 
диссипации избыточной энергии, поглощённой 
фотосинтетической антенной, активно участву-
ют каротиноиды  [34,  35], что связано с коротким 
временем жизни их возбуждённого состояния (по-
рядка 10  пс [36], что много меньше, чем у Хл – по-
рядка  1  нс в зависимости от состояния ФСА  [37]). 
Однако роль конкретного каротиноида в индук-
ции НФТ может быть различной: он может сам 
становиться центром тушения (в этом случае го-
ворят о прямом тушении (direct quenching)) либо 
способствовать формированию других центров 
тушения, т.е.  косвенно активировать НФТ (indirect 
activation of quenching).

Не останавливаясь здесь подробно на меха-
низмах прямого тушения, отметим только, что 
одной из ключевых гипотез здесь была модель 
молекулярного переключения передач (molecular 
gear shift model), рассматривающая каротиноид 
Зеа как основной тушитель  [38]. Оценки энергий 
«тёмного» (спектрально запрещённого, но активно 
участвующего в переносе энергии) возбуждённого 
состояния S1 Зеа и Вио, сделанные Frank et  al.  [38], 
говорили о том, что для Зеа (с  энергией  S1 более 
низкой, чем энергия первого электронно-возбу-
ждённого состояния  Хл) предпочтителен перенос 
энергии с  Хл на  Зеа с последующим тушением; 
в то же время для Вио (с более высокой энер-
гией  S1) предпочтителен перенос в направлении 
Вио → Хл, что делало его более эффективным све-
тосборщиком (рис. 4). Эта фотофизическая модель 
прекрасно увязывалась с представлениями о фо-
тозащитной роли Кар виолаксантинового цикла, 
которая незадолго до того была показана Demmig-
Adams [39] после трёх десятилетий неясности этой 
функции со времён открытия виолаксантинового 
цикла Сапожниковым  и  др.  [40]. Позже эта мо-
дель подвергалась критике: появлялись данные 
о том, что энергии  S1 Зеа и Вио in  situ (в  LHCII) 
значительно меньше различаются, чем in  vitro 

(в  растворителях)  [41]; что перенос энергии, ско-
рее всего, происходит не на  Зеа, а на лютеин, по 
крайней мере в LHCII [42]; наконец, что величина 
(и даже знак) разности энергий  Кар и  Хл прак-
тически не влияют на возникновение Кар-зави-
симого тушения  [43]. В  качестве альтернативы 
модели молекулярного переключения передач с 
переносом энергии возбуждения на  Зеа в лите-
ратуре также фигурировала модель НФТ по меха-
низму с переносом заряда (charge transfer, CT) [44].  
Фактически это тоже Зеа-зависимое тушение, но 
за счёт переноса не энергии нейтрального воз-
буждения, а электрона от  Зеа на  Хл, в результате 
которого образуется быстро рекомбинирующая 
пара Хл−–Зеа+. В этом механизме также предпола-
гается особенная роль  Зеа в НФТ за счёт его низ-
кого потенциала ионизации (наиболее низкого 
из всех каротиноидов виолаксантинового цикла). 
В настоящее время, по-видимому, CT-механизм пе-
рестал рассматриваться как существенный меха-
низм НФТ в LHCII [45], однако его участие в туше-
нии в малых антеннах ФС2, CP24, CP26, CP29  [46],  
и в LhcSR  [47] не вызывает сомнений.

Представление о возможности косвенной Зеа-
зависимой активации НФТ в антенне возникло 
вскоре после первой модели прямого тушения в 
силу иных (не согласующихся с моделью моле-
кулярного переключения передач) результатов 
расчёта энергий состояния  S1 Вио и Зеа  [41,  48]. 
Предполагалось, что Зеа может облегчать кон-
формационный переход LHCII в потушенную фор-
му  [41] либо повышать чувствительность LHCII к 
закислению люмена, стимулирующему  НФТ  [49].

Рис.  4. Схема взаимодействия пигментов виола-
ксантинового цикла с Хл антенны в соответствии 
с моделью молекулярного переключения передач 
Frank  et  al.  [38]. Дугообразные стрелки показыва-
ют перенос нейтрального возбуждения между мо-
лекулами пигментов, при котором возбуждённая 
молекула-донор переходит в основное состояние, 
а невозбуждённая молекула-акцептор  – в возбуж
дённое. В  соответствии с моделью перенос энер-
гии между рассматриваемыми пигментами (Хл, Вио 
и Зеа) происходит преимущественно в направлении 
Вио  →  Хл  →  Зеа. Волнистой стрелкой показан безыз-
лучательный и не сопровождающийся переносом 
энергии переход Зеа* в основное состояние (тепло-
вая диссипация энергии возбуждения)
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Выше мы упоминали, что в регуляции НФТ, 
наряду с Кс, центральную роль играет белок PsbS. 
С  момента обнаружения этой роли  [50] представ-
ления о механизме его участия в НФТ эволюцио-
нировали от прямого тушения до косвенного. 
В  силу значения этого белка для НФТ мы посвя-
тим ему (а также его древнему аналогу LhcSR) 
отдельный раздел.

ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О РОЛИ  
БЕЛКОВ PsbS И LhcSR  

В НЕФОТОХИМИЧЕСКОМ ТУШЕНИИ

Белок PsbS был впервые выделен из тилакои-
дов шпината в  1986  г. как субъединица ФС2  [51], 
выполняющая неизвестную функцию, и перво-
начально упоминался в литературе как 22-kDa 
polypeptide или PSII-S. Вскоре была установлена его 
аминокислотная последовательность, показавшая 
его сходство с антенными белками, но, в отличие 
от них, вероятное наличие в его составе четырёх 
трансмембранных спиралей  [52,  53]. В  1995  г. по-
явились сведения  – как стало впоследствии ясно, 
ошибочные  – что этот белок связывает 5  моле-
кул Хл  а и  б и несколько типов каротиноидов; 
в связи с этим было высказано предположение, 
что его функция связана с дополнительным и/или 
альтернативным светосбором  [54]. Эта ошибка в 
дальнейшем имела большое влияние на пред-
ставления о механизме его работы. Спустя 5 лет в 
ходе исследований мутантов Arabidopsis thaliana, 
полученных путём ненаправленного мутагенеза 
(облучение быстрыми нейтронами), удалось уста-
новить, что этот белок является ключевым для 
НФТ [50]. Позже было показано, что, в дополнение 
к подавлению НФТ и повышенной чувствительно-
сти ФСА к фотоиндуцированным повреждениям  
при отсутствии PsbS, при его сверхэкспрессии НФТ 
и защита от повреждений ФСА избыточным све-
том выражены сильнее, чем в диком типе [55, 56]. 
Как было известно уже к концу 2000-х  гг., многие 
организмы, принадлежащие к зелёной линии 
(Viridiplantae), имеют в своём геноме предполагае-
мые ортологи PsbS высших растений. Несмотря на 
это, первоначально белок PsbS не был обнаружен 
ни в классической модельной зелёной водоросли 
C.  reinhardtii, ни в одном из других исследован-
ных видов микроскопических зелёных водорослей 
(современные представления о распространении 
этого белка среди фотосинтезирующих организ-
мов см.  в  разделе «Распространение механизмов 
нефотохимического тушения в различных систе-
матических (эволюционных) группах» настоящего 
обзора). Как ни странно, при этом он был обна-
ружен в многоклеточной зелёной водоросли Ulva 
laetevirens, а в харовой водоросли Chara corallina 

его присутствие было чрезвычайно незначитель-
ным  [57]. Тот факт, что тем не менее некоторые 
одноклеточные виды демонстрировали высокую 
активность НФТ, заставил предположить, что 
в  них работает некий независимый от PsbS ме-
ханизм. И  действительно, вскоре у C.  reinhardtii 
был обнаружен белок LhcSR (Light-Harvesting 
Complex Stress-Related protein, ранее описанный 
как LI818  [58]), ответственный за НФТ и рас-
пространённый (если говорить об ортологах его 
гена) у всех эукариотических водорослей, кро-
ме красных водорослей (Rhodophyta), а также  
у мхов  [59].

Оба белка, LhcSR и PsbS, относятся к большо-
му суперсемейству LHC – антенных белков, связы-
вающих Хл и Кс [30]. Белок LhcSR имеет простран-
ственную структуру, схожую со структурой малой 
антенны ФС2 (CP29) или мономеров комплекса 
LHCII (т.е.  структуру, включающую три транс-
мембранных альфа-спиральных столба; рис. 5), и, 
подобно им, также связывает молекулы Хл и  Кс: 
8  молекул Хл (8  Хл  a в изоформе LhcSR1, 7  Хл  а и 
1  Хл  б в LhcSR3) и  3 или 4  молекулы  Кс, вклю-
чая лютеин и  Вио  [47,  60]. Существуют различ-
ные представления о том, каким образом LhcSR 
(и близкие к нему белки LHCX) вызывает тушение 
электронного возбуждения Хл в антенне: за счёт 
переноса возбуждения с Хл на  Кс с последующей 
быстрой конверсией  Кс* в  Кс; за счёт переноса 
электрона с  Кс на  Хл или за счёт образования 
экситонного сопряжения между молекулами  Хл 
и  Кс (выше мы обсуждали различные предпо-
лагаемые механизмы прямого Кар-зависимого 
тушения), однако в любом из этих случаев пред-
полагается, что именно LhcSR является центром 
тушения  [47,  61].

Какое-то время аналогичный механизм пря-
мого тушения предполагался и для PsbS  [50,  64]. 
Однако появившиеся в 2000-х  гг. данные о био-
химических свойствах PsbS  [65], а также дан-
ные по мутагенезу PsbS  [57], а затем и данные о 
трёхмерной структуре этого белка  [62] показали, 
что, вопреки первым сообщениям  [50,  54], он не 
содержит молекул пигментов. В отличие от LhcSR 
и антенных белков, PsbS имеет дополнительную 
(четвёртую) трансмембранную спираль  (рис.  5) и 
более компактную структуру, которая не оставля-
ет достаточного пространства для связывания  Хл 
и  Кс  [62]. Интересно отметить, что при доста-
точно высокой вариабельности аминокислотной 
последовательности PsbS (так, белки шпината и 
зелёной водоросли Lobosphaera incisa имеют лишь 
около трети общих остатков  [66]), трёхмерная 
структура PsbS весьма консервативна.

В связи с этим высказывались различные 
гипотезы о возможном косвенном механизме 
участия PsbS в тушении возбуждения в антенне, 
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Рис. 5. Структура субъединицы S ФС2, PsbS (а), по данным рентгеноструктурного анализа (код pdb: 4RI2 [62]), 
и мономера комплекса главной антенны LHCII, Lhcb1 (б), по данным криоэлектронной микроскопии (код pdb: 
8IX0  [63]); последовательность белков, составляющих LHCII, близка к последовательности LhcSR, для которо-
го на сегодняшний день пока не получена экспериментальная трёхмерная структура. Спиральные участки 
(α  и  310) показаны цилиндрами и подписаны для обоих белков (TM1–TM4  – трансмембранные спирали, H1–
H3 – амфифильные спирали PsbS; у Lhcb1 их общепринятые обозначения A–C и E–D соответственно). Молеку-
лы Хл, связанные с Lhcb1, выделены зелёным (Хл а) или бирюзовым цветом (Хл б; фитольные «хвосты» пока-
заны тонкой линией), каротиноиды – жёлтым (лютеин), оранжевым (неоксантин) и красным (виолаксантин)

реализующемся через его взаимодействие (не-
посредственное или с участием молекул  Кс) с 
белками внешней и внутренней антенн и пере-
ключение самих этих антенн в «тушащее» со- 
стояние.

Отметим, однако, что независимо от молеку-
лярных механизмов, которыми обеспечивается 
LhcSR- и PsbS-зависимое тушение, полагают, что 
каждый из этих белков служит детектором pH в 
тилакоидном люмене и, следовательно, обеспечи-
вает энергозависимый компонент НФТ  (qE; в на-
стоящем обзоре мы используем это общепринятое 
обозначение не для физической величины – меры 
затушенной флуоресценции с помощью механиз-
ма энергозависимого тушения, а для самого этого 
механизма)  [30]. Закисление люмена приводит 
к протонированию экспонированных в люмен 
аминокислотных остатков и образованию центра 
тушения в самом белке или в контактирующих с 
ним антенных комплексах.

ПРЕДПОЛАГАЕМЫЕ МЕХАНИЗМЫ  
И ЦЕНТР PsbS-ЗАВИСИМОГО  

НЕФОТОХИМИЧЕСКОГО ТУШЕНИЯ

Отсутствие пигментов в составе PsbS означа-
ет, что он не может служить центром тушения, а 
может лишь стимулировать формирование цен-
тров тушения в соседних  ПБК. Имеются экспери-
ментальные доказательства того, что по крайней 
мере у высших растений центр тушения фор-
мируется в пределах тримера главной антенны 
LHCII  [67–69]. Хотя незатушенная (светособираю-
щая) конформация LHCII является термодинами-
чески несколько более выгодной при комнатной 
температуре, чем затушенная, свободная энергия 
перехода между ними очень невелика: всего лишь 
около 2,5  kT  (k  – постоянная Больмана; T  – абсо-
лютная температура), т.е.  близка к характерной 
энергии теплового движения  [70]. Видимо, поэто-
му переключение LHCII в затушенное состояние  
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(т.е.  формирование в нём центра тушения) мо-
жет происходить под действием разнообраз- 
ных относительно «слабых» стимулов  [71]. Среди 
этих стимулов: изменение жёсткости тилакоид-
ной мембраны  [72,  73]; истончение тилакоидной 
мембраны  [74]; возникновение трансмембранной 
асимметрии  – накопление дигалактозил-диацил-
глицерола  (DGDG) на стороне люмена  [74]; агре-
гация LHCII  [75,  76]; присутствие Зеа  [77] или 
PsbS [78–81]. Однако не вполне ясно, какие из этих 
причин первичны. В  физиологических условиях 
главной причиной развития тушения в антенне 
является тилакоидная трансмембранная  ΔpH, как 
необходимое и достаточное условие для  qE, тогда 
как Зеа и  PsbS с аддитивными эффектами  [80] 
могут регулировать чувствительность qE к  ΔpH. 
При этом в LHCII можно получить полноценное 
qE за счёт увеличения ΔpH до нефизиологически 
высоких значений (более  3  единиц) даже при от-
сутствии Зеа или PsbS  [68,  80] и при отсутствии 
малых антенн  [68].

Считается, что непосредственный механизм 
индукции тушения связан со сближением связан-
ных в LHCII пигментов, Хл  а  612 и лютеина-620 
(сайт его связывания в белке также обознача-
ется  Lut1;  рис.  6), что усиливает их экситонное 
взаимодействие  [82–84]. Действительно, по дан-
ным молекулярного моделирования, при закис-
лении меняется экситонное сопряжение между 
Хл  а  612 и лютеином-620 с 5–9  см−1 (максимум 
распределения) до 12–15  см−1  [71]. Их сближение, 
в свою очередь, может быть вызвано нейтрали-
зацией (за счёт протонирования) амфифильной 
(amphipathic) спирали D, параллельной мембране, 
что позволяет ей расположиться ближе к гидро-
фобному ядру LHCII  [85]. Другой предполагаемый 
вариант конформационных перестроек, ответ-
ственных за переход LHCII в затушенное состоя-
ние  – изменение угла между трансмембранными 
спиралями A и B  [83, 84]. Наконец, возможно так-
же, что из-за закисления люмена и протонирова-
ния Glu-94 меняется его партнёр по водородной 
связи  – с Lys-99 на Gln-103  (рис.  6)  [84], что ведёт 
к уменьшению среднего расстояния в LHCII между 
спиралями  E  и  D.

В этих конформационных изменениях играют 
роль белок-липидные взаимодействия и локаль-
ный липидный состав мембраны вблизи LHCII. 
Так, было показано, что при нейтральном  pH 
тример LHCII окружён большим количеством 
мембранного галактолипида моногалактозил-
диацилглицерола (MGDG)  [86], имеющего кони-
ческую форму и не характерного для плоских 
бислойных мембран. При низком значении pH 
люмена в тилакоидной мембране, в её люменаль-
ном листке вблизи LHCII, может накапливаться 
липид цилиндрической формы DGDG. Молекуляр-

ное моделирование показывает, что это связано с 
компактизацией LHCII на люменальной стороне 
и с тем, что DGDG имеет в этом случае лучшее 
стерическое соответствие и заполняет образовав-
шиеся полости  [74]. Однако он снижает подвиж-
ность LHCII, тем самым препятствуя его ком-
плексообразованию, необходимому для индукции 
НФТ  [69]. Предполагается, что PsbS, связываясь с 
LHCII и вытесняя DGDG, восстанавливает подвиж-
ность LHCII в мембране. При этом и сам PsbS при 
закислении люмена изменяет свою конформацию 
для связывания с LHCII  [87,  88]. Иными словами, 
PsbS может играть роль «мембранной смазки» [74, 
89,  90]. Об  этом говорят также эксперименталь-
ные данные: отсутствие PsbS (в мутанте npq4) 
способствует образованию упорядоченных (кри-
сталлических) фаз, в которых белки иммоби-
лизованы  [81]. В  этой функции PsbS возможно 
участие Зеа, который обеспечивает эффективное 
связывание между LHCII и PsbS в фотозащитном 
состоянии  [87,  90,  91]. В  то же время несвязан-
ный Зеа может вызывать изменение жёсткости 
тилакоидной мембраны, что изменяет латераль-
ное давление в мембране; в результате меняются 
белок-липидные взаимодействия и также индуци-
руются конформационные изменения в LHCII, пе-
реводящие его в диссипативное состояние [72,  73].  

Рис. 6. Структура Lhcb1, по данным криоэлектрон-
ной микроскопии (код  pdb: 8IX0  [63]); показан толь-
ко кластер хлорофиллов Хл а 610, -611, -612 и лютеин 
(в сайте связывания  Lut1), предположительно, обра-
зующие центр тушения. Цветом показаны боковые 
цепи Glu-94, Lys-99 и Gln-103, предположительно, свя-
занные с переходом LHCII в затушенное состояние. 
Остальные пояснения см.  в подписи  к  рис.  5
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Рис. 7. Схематичное изображение основных представлений о механизме PsbS-  (а) и LhcSR-зависимого туше-
ния  (б). Схематично показаны изображения суперкомплексов ФС2 и ФС1 (в проекции на плоскость мембра-
ны), образуемые комплексами одного из реакционных центров (ФС2 или ФС1) и окружающими его антен-
ными комплексами главных светособирающих антенн, LHCII и/или LHCI, и малых антенн (CP29, CP26, CP24). 
Изображения на разном цветовом фоне соответствуют разным характерным значениям pH. Подчёркивается, 
что в слабокислых условиях (pH < 6) PsbS активирует НФТ в антенных комплексах за счёт непосредственного 
взаимодействия с ними, либо стимулируя их отделение от суперкомплексов ФС2 и последующую агрегацию. 
В  то же время значительное закисление среды (pH  <  4) вызывает образование центров тушения в  главных 
антенных комплексах LHCII даже при отсутствии PsbS. На панели  (б) отражены представления о том, что 
LhcSR сам образует центр тушения (стока энергии) для возбуждения в главной антенне LHCII независимо 
от того, связана она с ФС2 или ФС1. Схема вверху панели (а) иллюстрирует предполагаемые механизмы кос-
венной PsbS-зависимой активации НФТ в LHCII и малых антеннах. В  изображении суперкомплексов реак-
ционных центров и антенн не отражено различие между их строением у водорослей и наземных растений, 
конкретное расположение PsbS и LhcSR показано условно, обозначение центра тушения не указывает на его 
локализацию внутри отдельного антенного ПБК или их агрегатов

При отсутствии Зеа активация qE требует сниже-
ния значения pH в люмене до  4,7–5,0  [49].

Кроме влияния на агрегацию LHCII, пред-
полагается, что PsbS также может регулировать 
значения pKa остатков LHCII, экспонированных в 
люмен, а также и других антенных белков (на-
пример, минорной антенны CP29, взаимодействуя 
с которой, PsbS может увеличить значение pKa 

остатка Glu-128 с 4,46 до  5,24  [92]). Не  исключено, 
что подобную функцию может выполнять и  Зеа, 
наиболее гидрофобный ксантофилл, располагаясь 
как внутри, так и на периферии LHCII; тем самым 
он может повышать pH-чувствительность LHCII, 
обеспечивая его протонирование и индукцию  qE 
при умеренных ΔpH  [49]. Наконец, высказывают-
ся предположения, что PsbS вызывает тушение, 
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изменяя конформации каротиноидов в LHCII, 
поскольку было показано, что эти изменения мо-
гут быть ответственны за переключение между 
режимами светосбора и фотозащиты  [93].

Однако каков бы ни был механизм PsbS-за-
висимой активации НФТ, он должен включаться 
при понижении pH в тилакоидном люмене. После 
того как было обнаружено, что PsbS может суще-
ствовать в тилакоидной мембране как в форме 
мономера, так и димера (причём равновесие ме-
жду мономерной и димерной формами обратимо 
изменяется светоиндуцированным образом, сдви-
гаясь в сторону мономерной формы при сниже-
нии  рН), в качестве одной из основных рассма-
тривается гипотеза, что рН-зависимая активация 
PsbS обусловлена его превращением из димера 
в  мономер  [94]. Предполагалось, что эта мономе-
ризация сопровождается изменением расположе-
ния PsbS внутри суперкомплекса ФС2, а именно 
ассоциацией мономеров со светособирающими 
антеннами, в то время как димеры имеют тен-
денцию ассоциироваться с ядром ФС2. Недавно 
было высказано предположение, что переходы 
димер  ↔  мономер, в свою очередь, связаны с из-
менениями в двух коротких амфифильных спира-
лях H2 и  H3 на люменальной стороне белка. Так, 
данные ЯМР- и ИК-спектроскопии выявили пере-
мещение спирали H2 в белке PsbS мха P.  patens 
из водной фазы в мембранную и переход  H3 из 
сегмента петли в спираль, вызванный протони-
рованием ключевых остатков глутамата [95]. В то 
же время в ходе рентгеноструктурного исследова-
ния PsbS было показано, что активная форма PsbS 
также является димером  [62].

Схема, обобщающая основные представления 
о PsbS- и LhcSR-зависимом тушении, приведе-
на  на  рис.  7.

НЕФОТОХИМИЧЕСКОЕ ТУШЕНИЕ  
КАК РЕГУЛЯЦИЯ УНИВЕРСАЛЬНОЙ  

ФЛУКТУАЦИИ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ

Пока сложно сказать, все ли описанные меха-
низмы НФТ и в какой мере реализуются in  vivo, 
но многообразие и сложность молекулярных ме-
ханизмов регуляции НФТ несомненны. На причи-
ны такого многообразия и происхождение НФТ, 
возможно, проливают свет исследования флук-
туации флуоресценции (fluorescence intermittency 
или blinking). Это универсальное явление было 
открыто в середине 1990-х гг. для широкого класса 
флуоресцирующих систем: от органических пиг-
ментов до квантовых точек  [96,  97].

Внедрение в спектральные исследования ме-
тода спектроскопии одиночных молекул позво-
лило обнаружить явление, маскируемое усредне-

нием по ансамблю: стохастическое переключение 
молекулярной флуоресцирующей системы между 
«яркими» и «тусклыми» состояниями (bright and 
dim states), т.е.  состояниями с различным кван-
товым выходом флуоресценции. Предполагается, 
что переходы между этими состояниями связаны 
с флуктуирующим микроокружением флуорофора. 
Это мерцание было обнаружено и в фотосинтети-
ческих белковых комплексах – в главных фотосин-
тетических антеннах ФС2 растений LHCII  [98], в 
антеннах пурпурных бактерий LH-2  [99], в алло-
фикоцианинах цианобактерий [100], в B-фикоэрит
рине красных водорослей  [101]. Исследования 
главного антенного комплекса высших расте-
ний LHCII показали, что, в отличие от простых 
систем, в подобных комплексах с плотной упа-
ковкой большого числа пигментов (8  Хл  а, 6  Хл  б 
и  4  Кар) возникает целый ряд состояний с раз-
личными уровнями «светимости»  [98]. Переходы 
между этими состояниями происходят спонтанно, 
и время жизни LHCII в каждом из них составляет 
от десятков миллисекунд до десятков секунд (хотя 
бо́льшая часть времён лежит в секундном и субсе-
кундном диапазонах). При этом как частота пере-
ходов, так и время жизни в каждом из состояний 
зависят от условий среды: величины  pH и интен-
сивности возбуждающего света  [98]. Таким обра-
зом, как светособирающее, так и «затушенное» 
состояние антенны изначально присущи этому 
и многим другим  ПБК и не требуют каких-либо 
специальных модификаций белка (за счёт связы-
вания дополнительных пигментов или протони-
рования аминокислотных остатков); последние 
необходимы лишь для стабилизации одного из 
этих состояний. Иными словами, можно сказать, 
что растение не «конструирует» новый канал ту-
шения возбуждения в антенне, а использует внут-
ренне присущие ей состояния с разными уровня-
ми тушения и лишь создаёт условия для сдвига 
динамического равновесия в сторону того из них, 
которое необходимо в данных физиологических 
условиях. Универсальность явления флуктуаций 
флуоресценции, далеко не ограничивающегося 
фотосинтетическими антеннами, но лежащего в 
основе регуляции процессов сбора света в фото-
синтезе, создаёт основы для понимания эволюции 
этих адаптивных процессов.

РАСПРОСТРАНЕНИЕ МЕХАНИЗМОВ  
НЕФОТОХИМИЧЕСКОГО ТУШЕНИЯ  

В РАЗЛИЧНЫХ СИСТЕМАТИЧЕСКИХ  
(ЭВОЛЮЦИОННЫХ) ГРУППАХ

Наличие множественных регуляторных и, в 
частности, фотозащитных механизмов характер-
но для всех оксигенных фототрофных организмов, 
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причём многие из них универсальны (т.е.  харак-
терны для всех или почти всех фототрофов). В  то 
же время при сравнении между собой крупных 
эволюционных групп можно видеть, что есть и 
определённая специфичность в выборе механиз-
мов представителями разных групп организмов. 
Выше мы говорили об антенно-подобных белках 
LhcSR и PsbS, ответственных за тушение: прямое 
НФТ в случае LhcSR и косвенное  – в случае PsbS. 
Однако распространение этих белков и, следова-
тельно, LhcSR- и PsbS-зависимого тушения суще-
ственно различно. LhcSR распространён среди 
водорослей (у большинства организмов, принад-
лежащих к линии красных водорослей, гомоло-
гичные LhcSR белки обозначают LHCX), а также 
встречается у мхов, но утерян у высших растений. 
Наоборот, PsbS является характерным белком на-
земных (высших) растений и наиболее близких к 
ним харовых водорослей, но отсутствует у боль-
шинства других групп водорослей  [30,  102,  103]. 
Ещё недавно считалось, что хотя ген этого белка 
и присутствует в модельной зелёной водоросли 
(Chlorophyta) C.  reinhardtii, но сам белок в ней не 
экспрессируется или, по крайней мере, не накап-
ливается  [102]. Лишь в  2016  г. одновременно две 
группы обнаружили у C.  reinhardtii и стресс-ин-
дуцированную дифференциальную экспрессию 
PsbS-кодирующих генов psbs1 и psbs2  [104], и сам 
белок  [104,  105]. Позже временное образование 
этого белка и индукцию его экспрессии обнару-
жили в ходе суточных изменений интенсивности 
освещения культуры C.  reinhardtii  [106]. Однако во 
всех случаях, в отличие от LhcSR, появление PsbS 
и его транскриптов было относительно кратко-
временным (часы), что заставило исследователей 
сделать вывод лишь о вспомогательной функции 
и не слишком существенной роли PsbS в туше-
нии у этого организма [104, 105]. Незначительные 
суточные колебания экспрессии LhcSR- и PsbS-
кодирующих генов, соответствующие суточным 
колебаниям температуры и освещённости, также 
были обнаружены у Ulva prolifera  [107].

Наконец, недавно нами была обнаружена 
долговременная (сохраняющаяся в течение не-
скольких суток) стресс-индуцированная диф-
ференциальная экспрессия PsbS-кодирующего 
гена у зелёной микроводоросли L.  incisa  [108]. 
Столь длительное и значительное по величине 
(на  3–4  порядка) возрастание количества тран-
скриптов этого белка может свидетельствовать о 
его существенной и самостоятельной роли в ин-
дукции НФТ по крайней мере у некоторых пред-
ставителей Chlorophyta. Все эти последние дан-
ные существенно расширяют распространение 
PsbS среди оксигенных фототрофов и удревняют 
историю его фотозащитной функции в раститель- 
ном мире.

Необходимо также отметить, что недавно 
было сообщение об обнаружении дифференци-
альной экспрессии PsbS у красной водоросли 
Kappaphycus alvarezii  [109]. Кодирующая последо-
вательность гена, любезно предоставленная нам 
авторами, обнаруживает заметное сходство с 
последовательностями psbs зелёных водорослей. 
Однако в других красных водорослях обнаружить 
гомологичный ген нам пока не удалось. В соответ-
ствии с существующими сегодня представления-
ми, PsbS присутствует только в «зелёной линии» 
растений (Viridiplantae) [103], в то время как у крас-
ных водорослей, антенны которых содержат фико-
билин, а не Хл  [110], функция PsbS как индуктора 
НФТ лишена смысла. Если в будущем присутствие 
гомологов psbs в различных представителях крас-
ных водорослей (Rhodophyta) подтвердится, то это 
будет поворотным моментом в развитии наших 
представлений об эволюции функции этого белка.

Несмотря на различные механизмы, которы-
ми LhcSR и PsbS индуцируют тушение флуоресцен-
ции, в обоих случаях сигналом для индукции НФТ 
служит продукт световых реакций  – закисление 
тилакоидного люмена. В  цианобактериях (в зна-
чительной их части, хотя не во всех), для которых 
характерна другая система светосбора с использо-
ванием развёрнутых тетрапиррольных пигментов, 
локализованных в крупных растворимых белко-
вых комплексах  – фикобилисомах  – используется 
и иная молекулярная система НФТ. Сигналом для 
её запуска служит непосредственно высокая осве-
щённость, а главным участником  – оранжевый 
каротиноидный белок  (OCP) и связанный с ним 
кетокаротиноид (эхиненон, гидроксиэхиненон 
или кантаксантин)  [111]. При этом уровень чув-
ствительности триггерного механизма к интен-
сивности света определяется в этом случае очень 
низким квантовым выходом фотоконверсии  OCP 
в фотоактивную форму; в результате фотоконвер-
сия происходит только при высокой интенсив-
ности излучения  [112]. OCP-зависимый механизм 
НФТ характерен даже для наиболее примитивной 
из ныне существующих группы цианобактерий, 
Gloeobacteria, сохранившей многие предковые ха-
рактеристики  [111]. Удивительно, что у красных 
водорослей, также обладающих фикобилисомами, 
этот механизм не сохранился (ocp-подобных генов 
в них не обнаружено)  [113], и действуют pH-зави-
симые механизмы НФТ [114, 115].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

НФТ  – один из основных механизмов защи-
ты ФСА от опасной избыточной световой энер-
гии. Мы рассмотрели здесь только одну из его 
составляющих – так называемое энергозависимое 



ПТУШЕНКО, РАЗЖИВИН60

БИОХИМИЯ том 90 вып. 1 2025

тушение  (qE), и только один из его аспектов  – 
роль фотозащитной субъединицы ФС2, бел-
ка  PsbS. Несмотря на интенсивные исследования 
в этой области в течение всех 25  лет с момента 
открытия НФТ-индуцирующего эффекта PsbS  [50] 
и обилие новых данных, кажется, пока ещё труд-
но интегрировать их в общую непротиворечивую 
картину. Так, механизм непрямой PsbS-зависимой 
активации НФТ – через влияние на pKa люменаль-
ных протонируемых остатков в LHCII и/или ма-
лых антеннах [92], через изменение конформации 
связанных с ними пигментов  [93] или через изме-
нение подвижности LHCII  [74]  – остаётся гипоте-
тическим и требующим способа согласовать его 
с недавно сформулированной моделью тушения, 
регулируемого изменениями полярности окру-
жения  [45]. Несмотря на, казалось бы, давно и 
надёжно показанную роль мономерных малых 
антенн в НФТ как центров тушения [46, 116], взаи-
модействующих с PsbS  [117], недавние данные о 
НФТ в штаммах A.  thaliana, дефицитных по этим 
антеннам, оказываются основанием делать вывод 
о том, что они не играют никакой роли в qE  [68]. 
Возможно, что наличие подобных взаимоисклю-
чающих данных о механизмах НФТ говорит о том, 
что все они в той или иной мере могут реали-
зовываться in  vivo; система же в целом обладает 
достаточно высокой «буферной ёмкостью» своих 
защитных механизмов, чтобы отключение одного 
из них в модельной системе не влияло бы суще-
ственно на общий уровень  НФТ.

Наконец, требует осмысления тот парадоксаль-
ный факт, что основным участником НФТ оказался 
PsbS  – именно тот представитель суперсемейства 
антенных (т.е.  хлорофилл-связывающих) белков, 
который лишён каких бы то ни было пигментов, 
а вместе с ними  – и возможности непосредствен-
но осуществлять тушение. Можно предположить, 
что это ещё один кандидат в копилку примеров 
несовершенства эволюционных решений, кото-
рые основываются на использовании «подруч-
ного» материала и связаны со сменой функций.

За пределами подробного рассмотрения оста-
лись фотофизические механизмы тушения, свя-
занные с взаимодействием пигментов (Хл и  Кар) 
в пикосекундных масштабах времени. Несмотря 
на длительную историю исследования этих ме-
ханизмов, консенсус в их понимании тоже ещё 
не достигнут. Мы оставили в стороне и другие 
фотозащитные механизмы, также сокращаю-
щие время жизни возбуждённого состояния Хл 

в фотосинтетической антенне и потому полно-
правно относимые к  НФТ. Это в первую очередь 
механизм, модулирующий интенсивность  qE за 
счёт синтеза дополнительного количества  Зеа 
и обозначаемый qZ  [118]. Ключевыми для этого 
механизма являются ферменты виолаксантин-
деэпоксидаза и зеаксантин-эпоксидаза, осущест-
вляющие виолаксантиновый цикл и отвечающие 
за квазистационарную концентрацию Зеа  [119]. 
Это также механизм, до сих пор не получивший 
удовлетворительного названия в русскоязычной 
литературе и известный как «переход состояний» 
(state transition, qT). Триггером для этого механиз-
ма служит не трансмембранная ΔpH, а перевос-
становление пула пластохинонов на акцепторной 
стороне ФС2  [120], которое активирует киназу, 
фосфорилирующую комплексы LHCII. В  резуль-
тате они теряют сродство к ФС2 и мигрируют в 
менее гидрофобную область, богатую комплекса-
ми ФС1 [121], в контакте с которой находят эффек-
тивный сток поглощённой энергии света. Можно 
предположить, что многообразие этих защитных 
механизмов, так же как и разнообразие возмож-
ных путей реализации одного только энергозави-
симого тушения, говорит о важности этой функ-
ции и стремлении фотосинтетического организма 
использовать любой механизм защиты ФСА, ока-
завшийся достаточно эффективным.
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ENERGY DEPENDENT NON-PHOTOSHEMICAL QUENCHING:  
PsbS, LhcSR AND OTHER PLAYERS

Review
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The photosynthetic apparatus of plants is capable of capturing even weak fluxes of light energy. 
Hence,  strong and rapid increase in irradiance should be dangerous for plants. To solve the prob-
lems caused by fluctuations of incident radiation (up to excessive), plants have developed a num-
ber of protective mechanisms, including non-photochemical quenching (NPQ) of excited chlorophyll 
states. NPQ is a set of mechanisms that shorten the lifetime of excited chlorophyll states in the 
photosynthetic antenna, thereby reducing dangerous effects of light. The most rapid mechanism of 
NPQ is energy-dependent quenching (qE) triggered by the proton potential formation on the thyla-
koid transmembrane. The  main molecular players of qE are xanthophylls (oxygen-containing carot-
enoids) and proteins of the thylakoid membrane: antenna component LhcSR in algae and mosses 
and photosystem II component PsbS in higher plants and some groups of “green lineage” alga. This 
review discusses molecular mechanisms of qE, with a special focus on the PsbS-dependent quenching. 
The  discovery that PsbS does not bind pigments has led to the hypothesis of PsbS-dependent indi-
rect activation of quenching, in which PsbS acts as a relay switching on the quenching sites in the 
major (LHCII) and/or minor photosynthetic antennae. The suggested mechanisms include the effect  
of PsbS on carotenoid conformation and/or pKa values of amino acid residues in PSII antennae. PsbS 
can also act as a membrane “lubricant” that ensures migration of the major antenna LHCII in the 
thylakoid membrane and its aggregation followed by transition to the quenched state.

Keywords: energy dependent quenching, direct quenching, indirect activation of quenching, PsbS, 
LhcSR, LHCII
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В нейрофизиологии трансмиттерный фенотип считается признаком нейронной идентичности. 
С  конца прошлого века стало известно, что нервная клетка может использовать для связи с 
другими нейронами несколько разных молекул. Это могут быть «классические» трансмиттеры: 
глутамат или гамма-аминомасляная кислота (либо ацетилхолин, серотонин, норадреналин), 
а  также вторичные мессенджеры, в основном нейропептиды, выделяющиеся из тех же самых 
нейронов. Если классические нейромедиаторы совместно высвобождаются из одной и той же 
нервной клетки, говорят о котрансмиссии или корелизинге (выделении из одних и тех же 
везикул). В данной обзорной статье используется термин «котрансмиссия» в широком смысле, 
обозначая нейроны, которые высвобождают более одного классического медиатора. Поскольку 
трансмиттеры часто являются промежуточными продуктами метаболизма и обнаруживаются 
во многих клетках, классификация нейронов в настоящее время основана на белках-переносчи-
ках (транспортерах), «упаковывающих» синтезируемые в цитоплазме нейромедиаторы в вези-
кулы. Вопрос о колокализации основных нейротрансмиттеров у млекопитающих ограничивает-
ся здесь нейронами гиппокампа и тех структур, которые посылают к нему свои пути. В обзоре 
рассматриваются проблемы, затрагивающие механизмы мультитрансмиттерного сигналинга, 
а также вероятной функциональной роли колокализации медиаторов в работе гиппокампа. 
Предполагается, что коэкспрессия разных медиаторных фенотипов участвует в поддержании 
баланса возбуждения и торможения в разных регионах гиппокампа; способствует быстрому 
выбору способов обработки информации, индукции долговременной потенциации, поддержа-
нию пространственного кодирования клетками места, а также обеспечению гибкости обуче-
ния и формированию рабочей памяти. Однако функциональная роль колокализации медиа-
торов, а  также механизмов выделения «двойных» трансмиттеров окончательно не выяснены. 
Решение данных проблем продвинет некоторые направления фундаментальной нейронауки 
и поможет в терапии тех заболеваний, где обнаруживается нарушение баланса возбуждения 
и  торможения, например эпилепсии, болезни Альцгеймера и многих других.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гиппокамп, зубчатая извилина, афферентные структуры, пирамидные ней-
роны, гранулярные клетки, интернейроны, трансмиттеры, глутамат, ГАМК, транспортеры, тета-
ритм, механизмы, функциональная роль, судорожная патология.
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ВВЕДЕНИЕ

Нейромедиаторный фенотип издавна рас-
сматривается как признак нейронной идентич-
ности. Классическая точка зрения, сформулиро-
ванная как «принцип Дейла»  [1], заключалась в 
том, что каждый нейрон выделяет только один 
трансмиттер. Однако сейчас стали известны мно-

гие классы нейронов, которые синтезируют мно-
жественные передатчики. К  ним относятся клет-
ки, выделяющие несколько быстродействующих 
нейротрансмиттеров, передающих сигналы через 
ионотропные рецепторы (например, глутамат и 
гамма-аминомасляная кислота (ГАМК) или ГАМК 
и ацетилхолин), либо один быстродействующий 
нейротрансмиттер и вторую небольшую моле-
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кулу, которая передает сигналы через рецепторы, 
связанные с G-белком (например, ГАМК и дофа-
мин), либо классический низкомолекулярный 
передатчик и нейропептид (например, ГАМК и 
соматостатин)  [2–4]. Среди нейропептидов, коло-
кализующихся с классическими медиаторами, из-
вестны также энкефалин, холецистокинин  (ССК), 
нейропептид  Y, нейротензин  и  др.

Если два нейротрансмиттера высвобожда-
ются из одного и того же нейрона, говорят о ко-
трансмиссии; при этом имеется в виду, что два 
передатчика высвобождаются из разных везикул 
в разных местах и/или в разное время. Дополни-
тельный термин «одновременное высвобожде-
ние» (корелизинг) подразумевает одновременный 
выход двух медиаторов из одних и тех же вези-
кул. Для того чтобы произошло одновременное 
высвобождение, необходимо, чтобы два «класси-
ческих» передатчика из нескольких известных 
(глутамат, ГАМК, дофамин, ацетилхолин, серото-
нин, норадреналин) хранились внутри одного и 
того же синаптического пузырька в легко высво-
бождаемом пуле. При отсутствии одновременно-
го высвобождения из одних и тех же пузырьков 
совместная передача может включать синхронное 
высвобождение двух разных наборов везикул, со-
держащих разные нейротрансмиттеры (см.  обзор 
Trudeau и  Mestikawy  [5]  и  рис.  1).

В настоящем обзоре мы будем использовать 
термин «котрансмиссия» в широком смысле, обо-
значая нейроны, которые могут высвобождать 
более одного классического медиатора. Такое вы-
свобождение часто происходит из одних и тех же 
синаптических окончаний, но может также осу-
ществляться из разных варикозных расширений, 
образуемых данным нейроном.

Глутамат и ГАМК являются классическими 
быстродействующими нейротрансмиттерами, ис-
пользуемыми нервной системой на протяжении 
большей части филогенеза. Известно, что в мозге 
млекопитающих, воздействуя на различные набо-
ры ионотропных рецепторов, эти трансмиттеры 
обычно оказывают противоположные эффекты на 
нейрон-мишень, при этом глутамат возбуждает, 
а ГАМК ингибирует постсинаптический нейрон. 
Поскольку классические медиаторы представля-
ют собой небольшие молекулы, они часто явля-
ются промежуточными продуктами метаболизма 

и, таким образом, обнаруживаются во многих 
клетках. Исходя из этого, классификация нейро-
нов основана главным образом на белках-пере-
носчиках (транспортерах), «упаковывающих» син-
тезируемые в цитоплазме нейротрансмиттеры в 
везикулы, из которых они позже высвобождаются 
в синаптическую щель  [6]. Транспортеры медиа-
торов поддерживают их внеклеточную концен-
трацию вблизи синапса, чтобы контролировать 
активность соответствующих рецепторов.

Глутаматергические клетки (использующие 
глутамат в качестве медиатора) являются одним 
из самых распространенных типов нейронов 
не только в гиппокампе, но и в мозге в целом. 
Транспортеры везикулярного глутамата  (VGLUT) 
экспрессируются на мембранах синаптических 
пузырьков и считаются характерными только 
для нейронов. Существует три  изоформы VGLUT 
(VGLUT1, VGLUT2 и VGLUT3) без существенных их 
различий в захвате глутамата при тестировании 
в экспериментах in vitro  [7, 8]. В то время как две 
первые изоформы транспортера обычно не коло-
кализуются с другими основными трансмиттера-
ми, VGLUT3 проявляет совместную локализацию 

Принятые сокращения: ВТО – вентральная тегментальная область; ГАМК – гамма-аминомасляная кислота; 
интернейроны  – ГАМКергические нейроны гиппокампа; МСДБ  – комплекс медиального септального ядра и 
ядра диагонального пучка Брока; мЯШ  – медианное ядро шва; СУМ  – супрамамиллярное ядро (часть гипо-
таламуса); СУМЛ  – нейроны латеральной части  СУМ; ССК  – холецистокинин; ССК+-интернейроны  – холе-
цистокинин-положительные ГАМКергические нейроны; ChAT  – холинацетилтрансфераза (фермент, участ-
вующий в синтезе ацетилхолина); GAD  – глутаматдекарбоксилаза (фермент, участвующий в синтезе ГАМК);  
SERT  – транспортеры серотонина; VGAT  – везикулярные транспортеры  ГАМК; VGAT+-везикулы  – VGAT-поло-
жительные везикулы; VGLUT – везикулярные транспортеры глутамата; VGLUT3+-везикулы – VGLUT3-положи-
тельные везикулы.

Рис. 1. Схема синаптической архитектуры «двойных» 
(VGLUT3+ и VGAT+) нейронов, выделяющих глутамат и 
ГАМК из отдельных синаптических пузырьков в не-
зависимых асимметричных или симметричных си-
напсах. Адаптировано из  [79], с разрешения Elsevier 
(лицензия №  5922371097009 от 05  декабря  2024  г.). 
ГАМК  – гамма-аминомасляная кислота; VGLUT3+-
везикулы  – положительные везикулярные транс-
портеры глутамата; VGAT+-везикулы  – положитель-
ные везикулярные транспортеры  ГАМК



КИЧИГИНА70

БИОХИМИЯ том 90 вып. 1 2025

с другими медиаторами, такими как ГАМК, серо-
тонин, дофамин или ацетилхолин  [9]. Как свиде-
тельствуют недавние данные, нейроны, которые 
вместе с глутаматом выделяют ГАМК, экспрессиру-
ют либо VGLUT2, либо VGLUT3, но не VGLUT1 [10].

Другой «классический» медиатор в гиппокам-
пе представлен тормозной ГАМК. Канонически 
ГАМК синтезируется из внутриклеточного глута-
мата с помощью одной из двух разновидностей 
фермента глутаматдекарбоксилазы (GAD65 или 
GAD67), что требует накопления двух противопо-
ложных классических нейротрансмиттеров в ци-
топлазме большинства тормозных интернейронов 
в  ЦНС. В  ГАМКергических клетках обычно отсут-
ствуют VGLUT; исключением являются холецис-
токинин-экспрессирующие интернейроны  [11]. 
Транспортерами для ГАМК, а значит, и маркерами 
ГАМКергических клеток, являются везикулярные 
ГАМК-транспортеры (VGAT). Они представлены че-
тырьмя основными типами: VGAT1, VGAT2, VGAT3 
и VGAT4. Основными транспортерами ГАМК в го-
ловном мозге являются VGAT1 и VGAT3; они экс-
прессируются как нейронами, так и некоторыми 
астроцитами  [12].

В данном обзоре рассматривается вопрос 
о колокализации у млекопитающих основных 
медиаторов как в нейронах гиппокампа, так и 
в нейронах структур, посылающих к нему свои 
пути и имеющих мишени в виде различных суб-
клеточных компартментов нейронов гиппокампа 
и зубчатой извилины. Определенное внимание 
здесь также уделяется вопросам о механизмах 
выделения и возможной функциональной роли 
такой колокализации в норме и при патологии.

КОЛОКАЛИЗАЦИЯ НЕЙРОТРАНСМИТТЕРОВ  
В КЛЕТКАХ И АФФЕРЕНТНЫХ ПУТЯХ  

ГИППОКАМПА КАК ИНСТРУМЕНТ  
В ФУНКЦИОНИРОВАНИИ МОЗГА

Известно, что гиппокамп богат как локально 
продуцируемым глутаматом, так и VGLUT3-поло-
жительными (VGLUT3+) афферентами [13, 14]. При 
этом VGLUT3+-синапсы, образуемые афферентны-
ми волокнами, образуются как на телах пирамид-
ных клеток, так и на их дендритах  [13,  15–17].

Колокализация глутамата и ГАМК в ней-
ронах гиппокампа. Известно, что GAD-поло-
жительные (т.е.  ГАМКергические) нейроны гип-
покампа (интернейроны) также экспрессируют 
VGLUT3; это свидетельствует о том, что они мо-
гут высвобождать глутамат  [13,  15–18]. В  работе 
Stensrud  et  al.  [13], проведенной на уровне элек-
тронной микроскопии при использовании им-
муноголд-окрашивания, было обнаружено, что у 
мышей и крыс в гиппокампе окончания ГАМК-

ергических волокон содержат маркеры как VGAT, 
так и  VGLUT3. Иммуноизоляция синаптических 
пузырьков подтвердила эти данные и показала 
везикулярную колокализацию VGLUT3  и  VGAT.

В этой, а также в других работах выявлено, 
что VGLUT3 часто обнаруживается в симметрич-
ных (т.е. тормозных) нервных окончаниях  [11, 13, 
17,  18]; это подтверждает, что тормозные интер-
нейроны, кроме ГАМК, выделяют также глутамат. 
Так, известный тип интернейронов, корзинчатые 
клетки, экспрессирующие, кроме ГАМК, нейропеп-
тид холецистокинин, содержат VGLUT3 в своих 
синаптических окончаниях  [11,  18]; их обознача-
ют как CCK+VGLUT3+-клетки  [18]. Такие интерней-
роны обнаружены в полях CA1 и CA3 гиппокампа, 
а также в зубчатой извилине гиппокампальной 
формации (см.  ниже). Чаще всего тормозные ин-
тернейроны, выделяющие глутамат, располагают-
ся в stratum radiatum областей CA1 и  CA3, реже 
они находятся в пирамидном слое и слоях oriens, 
lacunosum-moleculare и  lucidum. В  зубчатой изви-
лине такие интернейроны локализуются в суб-
гранулярной зоне, а также в хилусе  [11,  13,  19]. 
По  своим мишеням VGLUT3-положительные тор-
мозные нейроны гиппокампа довольно гетеро-
генны  [20]; воздействуя главным образом на 
пирамидные клетки гиппокампа, они также ин-
нервируют некоторые интернейроны и основные 
клетки зубчатой извилины  [11, 13, 20,  21]  (рис.  2; 
табл. 1). Эффекты этих интернейронов преимуще-
ственно тормозные; однако в определенных усло-
виях возбуждающее глутаматергическое действие 
может доминировать над тормозным, при этом 
оно осуществляется через ионотропные рецеп-
торы  [13,  20].

Кроме ГАМК, в гиппокампе присутствует еще 
один тормозный медиатор, глицин. Хотя глицин 
является тормозным нейротрансмиттером в ЦНС 
млекопитающих, он также может играть клю-
чевую роль в возбуждающей нейротрансмиссии 
в качестве коагониста глутамата при действии 
на NMDA-рецепторы  [22]. В  недавней работе на 
мышах  [23] изучалось опосредованное транспор-
тером взаимодействие между глицином и глута-
матом и определялось сосуществование в гиппо-
кампальных нервных терминалях транспортеров 
глицина и глутамата. В качестве эксперименталь-
ной модели использовались очищенные нервные 
терминали (синаптосомы), проанализирован-
ные на ультраструктурном уровне. Обнаружено: 
(1)  экзогенный глицин стимулировал высвобож-
дение [3H]D-аспартата, частично за счет акти-
вации транспортера VGLUT1 и частично через 
VGLUT2; (2)  D-аспартат стимулировал высвобожде-
ние [3H]-глицина посредством процесса, чувстви-
тельного к блокаторам транспортера глутамата 
(см.  работу Cortese  et  al.  [23]).



КОЛОКАЛИЗАЦИЯ НЕЙРОТРАНСМИТТЕРОВ В ГИППОКАМПЕ 71

БИОХИМИЯ том 90 вып. 1 2025

Рис. 2. Схематическое представление нейронов и аксонов в области  CA1 гиппокампа и дорзальной зубча-
той извилины, выявляющих колокализацию нейротрансмиттеров. Локальные ГАМКергические холецисто-
кинин-положительные интернейроны экспрессируют, кроме ГАМК, также VGLUT3; эти нейроны наиболее 
многочисленны в stratum radiatum и посылают аксоны к пирамидным клеткам. VGLUT3+-афференты, выяв-
ленные с помощью in  situ гибридизации и иммуногистохимических экспериментов, в основном локализо-
ваны в stratum radiatum и stratum lacunosum и часто, но не исключительно, коэкспрессируют серотонин-
ергические маркеры. От  медианного ядра шва  (мЯШ) к гиппокампу идут VGLUT3+серотонин+-афференты, а 
от вентральной тегментальной области  (ВТО)  – VGLUT3+дофамин+-проекции. Обозначения: СА1, СА3  – поля 
гиппокампа; ЗИ  – зубчатая извилина; str. moleculare, str. lacunosum, str. radiatum, str. pyramidale, str. oriens  – 
клеточные слои в поле  СА1 гиппокампа; granular и supra-granular cell layers  – клеточные слои зубчатой из-
вилины. Пояснения в тексте. Рисунок создан на основе анализа работ  [11, 13, 21, 48, 62, 70, 76, 78,  79] и ис-
пользует шаблоны Servier Medical Art (Servier), provided by Creative Commons Attribution  3.0 unported  license

Колокализация нейротрансмиттеров в аф-
ферентных системах гиппокампа. Зубчатая 
извилина (dentate gyrus). Зубчатую извилину 
часто относят к гиппокампу, однако это особая, 
тесно связанная с гиппокампом структура, посы-
лающая к нему афферентные волокна и состав-
ляющая вместе с ним гиппокампальную форма-
цию. Основными элементами зубчатой извилины 
являются глутаматергические гранулярные ней-
роны, проецирующиеся посредством своих аксо-
нов (мшистых волокон) на пирамидные клетки 
и интернейроны поля СА3. Гранулярные нейроны 
«рождаются» в течение всей жизни животных и 
человека, что демонстрирует способность зубча-
той извилины к нейрогенезу (см.  обзор Кичиги-
ной  и  др.  [24]).

В конце прошлого и начале этого века в зуб-
чатой извилине развивающихся крыс (до конца 
третьей недели) в гранулярных нейронах и/или 
в образуемых мшистыми волокнами «гигантских 
синапсах» была обнаружена колокализация глута-

мата и ГАМК  [25–29]. Это же было обнаружено в 
некоторых работах на материале, взятом из нор-
мальных взрослых животных и людей  [30–32]. 
Обнаружен также высокий уровень экспрессии 
мРНК везикулярного транспортера  ГАМК  (VGAT) 
в гранулярных клетках зубчатой извилины у 
развивающихся  [26,  31,  33] и взрослых крыс  [32]. 
Однако в некоторых работах белок-транспортер 
в мшистых волокнах не обнаруживался  [34,  35]. 
Этот факт и то, что отдельные нейроны, содер-
жащие ГАМК, не содержат VGAT  [34], свидетель-
ствовали о существовании еще не идентифици-
рованного транспортера ГАМК  [33]. Было также 
продемонстрировано, что для полной экспрессии 
ГАМКергического фенотипа в гранулярных клет-
ках требуется приток кальция, вызванный акти-
вацией глутаматного рецептора и нейротрофина, 
а также синтез белка  [33].

Интересные результаты в аспекте колока-
лизации глутамата и ГАМК в гиппокампальной 
системе были получены Galván и Gutiérrez  [36]. 
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Таблица  1. Суммарные данные о колокализации нейротрансмиттеров в гиппокампе и афферентных 
структурах

Трансмиттеры Гиппокамп ЗИ СУМ ВТО

Глутамат  +   
ГАМК

ГАМКергические 
интернейроны, 

кроме  VGAT, 
также 

экспрессируют 
VGLUT3 [13, 15–18]

у развивающихся крыс 
в гранулярных нейронах 
присутствуют глутамат 

и ГАМК  [25–29];
у взрослых особей 

это выявляется после 
судорожных приступов 

[26, 27, 40–42]

нейроны латеральной 
части  (СУМЛ) 

демонстрируют 
маркеры двойного 
фенотипа: VGLUT2, 

VGAT и  GAD65  [77  79]

около 20% 
нейронов 

экспрессируют 
GAD, VGAT 

и  VGLUT2  [79]

Глутамат  +   
серотонин мЯШ серотонин-содержащие клетки выявляют VGLUT3  [63–68];

около 50% таких клеток экспрессируют мРНК VGLUT3  [65,  71,  72]

Глутамат  +   
дофамин ВТО относительно высокое количество дофаминергических нейронов 

содержит мРНК VGLUT2  [97,  98]

Глутамат  +   
норадреналин голубое пятно часть норадреналин-содержащих нейронов демонстрирует 

экспрессию VGLUT2  [102,  103]

ГАМК  +   
ацетилхолин МСДБ и БМ мРНК GAD67 и мРНК ChAT выявлены в 24%  нейронов МСДБ  [51] 

и  в 25%  клеток  БМ  [53–55]

Ацетилхолин  +   
глутамат МСДБ ограниченное число холинергических нейронов МСДБ 

коэкспрессирует VGLUT3  [13,  57]

Примечание. Используемые сокращения: БМ  – базальное ядро Мейнерта; ВТО  – вентральная тегментальная 
область; ЗИ  – зубчатая извилина; МСДБ  – комплекс медиального септального ядра и ядра диагонального 
пучка  Брока; СУМ  – супрамамиллярное ядро.

У  развивающихся крыс было проанализировано 
возникновение и пластичность одновременной 
глутаматергической–ГАМКергической сигнализа-
ции в системе мшистые волокна–интернейроны 
поля  CA3 гиппокампа. В  этой работе регистриро-
вались моносинаптические ответы, вызванные 
стимуляцией мшистых волокон, опосредован-
ные глутаматным и ГАМКергическим рецептора-
ми  [36]. Многие интернейроны в stratum lucidum 
и stratum radiatum демонстрировали оба типа от-
вета, т.е. получали оба сигнала (при этом ГАМКер-
гический сигнал подавлялся активацией метабо-
тропных глутаматных рецепторов); в то же время 
интернейроны в stratum lacunosum-moleculare 
обнаруживали исключительно глутаматергиче-
ский ответ. Примечательно, что, в то время как 
глутаматергические ответы подвергались долго-
временной депрессии, одновременно регистри-
руемые ГАМКергические ответы интернейронов 
в слое lucidum (но не radiatum) демонстрировали 
долговременную потенциацию. Таким образом, в 
данной работе показан особый тип трансмиттер-
ной колокализации, при которой наблюдается 
«компартментализированное» (сегрегированное 
или раздельное) выделение глутамата и/или 
ГАМК из разных окончаний волокон в одном и 
том же пути и дифференциальная пластичность 
гранулярных клеток в зависимости от типа ин-
тернейронов, на которые они проецируются  [36].

В серии экспериментов с двойным иммуно-
флуоресцентным окрашиванием фиксированных 
срезов гиппокампа от грызунов было продемон-
стрировано, что в норме окончания аксонов грану-
лярных клеток (мшистых волокон) у зрелых крыс 
одновременно не выявляют маркеры глутамат-
ергических и ГАМКергических синапсов  [37,  38]. 
Аналогично в экспериментах с избирательной 
стимуляцией идентифицированных одиночных 
гигантских синапсов, образуемых мшистыми во-
локнами на апикальных дендритах диссоцииро-
ванных пирамидных нейронов поля СА3, у взрос-
лых крыс возникали реакции, опосредованные 
только глутаматными рецепторами  [29] (см.  так-
же обзор Gutiérrez  [39]); напротив, при стимуля-
ции мшистых волокон у развивающихся крыс 
были зарегистрированы синаптические токи, 
опосредованные одновременно глутаматными и 
ГАМК-рецепторами.

Ситуация осложняется тем, что у взрослых 
особей в зубчатой извилине постоянно появля-
ются новые гранулярные клетки  [7]; поэтому 
возможно, что совместный выброс глутамата и 
ГАМК, обнаруженный у взрослых особей  [30–32], 
происходит из незрелых гранулярных нейронов.

Интересно, что, в отличие от нормального 
мозга, после судорожных приступов у взрослых 
особей маркеры глутаматергического и ГАМК-
ергического фенотипов гранулярных клеток/
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синапсов мшистых волокон четко совпадали во 
времени  [26, 27, 40–42]  (табл.  1). Подчеркивается 
также, что выделение ГАМК из мшистых волокон 
значительно усиливается эпилептической актив-
ностью  [41–43]. В  работе Treviño и Gutiérrez  [42], 
где изучалось ГАМКергическое влияние грану-
лярных клеток зубчатой извилины на нейроны 
поля  СА3 гиппокампа после судорожных при-
ступов, показано, что высвобождаемая из мши-
стых волокон ГАМК в этих случаях действует на 
пре- и постсинаптические участки нейронов, воз-
действуя на активность гиппокампа на сетевом 
уровне. В  другом исследовании  [44] обнаружено, 
что после генерализованных судорог в синапсах, 
образуемых глутаматергическими мшистыми во-
локнами, не только возникает ГАМКергический 
сигналинг, но при блокаде ионотропных рецеп-
торов ГАМК и глутамата в пирамидных клетках 
и интернейронах поля СА3 гиппокампа также вы-
является М1-холинергический деполяризующий 
сигнал, который постсинаптически модулирует 
глутаматергическую и ГАМКергическую быструю 
нейротрансмиссию. В  отличие от холинергиче-
ских ответов, обычно вызываемых активацией 
ассоциативных/комиссуральных волокон в гип-
покампе, холинергические ответы на стимуляцию 
зубчатой извилины наблюдались только после 
эпилептических приступов и подавлялись акти-
вацией глутаматных рецепторов второго типа; 
в то же время оба вида ответов подавлялись 
активацией M2-холинергических рецепторов.  
С  помощью иммуногистологических эксперимен-
тов было показано, что холинергический путь 
в гиппокампе проходит параллельно мшистым 
волокнам. Авторы приходят к заключению, что в 
гиппокампальной формации существует сложное 
взаимодействие различных нейротрансмиттеров 
для поддержания тонкого баланса возбуждения 
и торможения, обеспечивающего ее оптималь-
ное функционирование. В частности, торможение 
глутаматергических мшистых волокон оказывает 
общее ингибирующее действие на поле  CA3 гип-
покампа, а нарушение этого баланса может приве-
сти к возникновению судорожного приступа  [44].

Медиальный септальный комплекс (меди­
альное септальное ядро и ядро диагонального 
пучка Брока, МСДБ) (medial septal–diagonal band  
complex, MSDB). МСДБ является ядерной струк-
турой, стоящей на входе в гиппокамп со сто-
роны ствола мозга. Она играет важную роль 
в модуляции активности гиппокампа, являясь 
пейсмекером генерируемых в нем тета-осцилля-
ций [45–48]. В МСДБ обнаружено три типа клеток: 
холинергические, ГАМКергические и глутаматер-
гические; аксоны нейронов всех этих типов обра-
зуют пути, идущие к гиппокампу [49–52]. Впервые 
колокализация двух основных нейромедиаторов, 

а именно ацетилхолина и ГАМК, была выявлена 
в проецирующихся к гиппокампу клетках МСДБ 
в  2003  г.  [51]. Авторы обнаружили в этих ней-
ронах мРНК декарбоксилазы  67 глутаминовой 
кислоты (GAD67), которая иногда локализова-
лась совместно с мРНК холин-ацетилтрансфера-
зы  (ChAT). Нейроны, одновременно выявляющие 
GAD67 и ChAT, составляли  24% от всего клеточ-
ного состава МСДБ. Результаты, демонстрирую-
щие колокализацию ацетилхолина и ГАМК, под-
твердили данные более ранних экспериментов, 
проведенных на диссоциированной клеточной 
культуре МСДБ и/или базального ядра Мейнерта, 
где была выявлена колокализация мРНК ChAT 
и GAD67 у 25%  нейронов  [53–55]  (табл.  1). При-
мерно у такого же числа нейронов МСДБ обнару-
жена способность одновременно синтезировать 
и выделять два других трансмиттера, а именно: 
ацетилхолин и глутамат. Это было выявлено в 
клеточной культуре МСДБ при использовании 
электрофизиологического метода с фармакологи-
ческой идентификацией высвобождающихся ней-
ротрансмиттеров [56]. Интересно, что способность 
к одновременному выбросу этих двух трансмит-
теров возрастала при использовании нейроросто-
вого фактора  (NGF): после его воздействия коли-
чество нейронов, выделяющих оба медиатора, 
ацетилхолин и глутамат, возрастало с 29% до 48%. 
Колокализация этих двух основных нейромедиа-
торов в нейронах МСДБ подтвердилась позднее, 
когда было выявлено, что ограниченное число 
холинергических нейронов этой структуры коэкс-
прессирует VGLUT3  [13,  57]  (табл.  1). Все эти дан-
ные свидетельствует о том, что нейроны МСДБ, 
составляющие часть переднебазальной области 
мозга и проецирующиеся к гиппокампу, облада-
ют молекулярной способностью для совместного 
выделения нескольких передатчиков.

Ядра шва. Ядра шва являются главным ис-
точником серотонинергических путей к гиппо-
кампу; медианное ядро шва  (мЯШ) и дорзальное 
ядро шва (дЯШ) проецируются к полям CA1 и CA3 
гиппокампа, а также к зубчатой извилине. Основ-
ной афферентный путь от  мЯШ идет к дорзаль-
ной части гиппокампальной формации  [58,  59], а 
дЯШ проецируется к вентральному гиппокампу 
и формирует значительно менее существенные 
проекции  [60,  61].

Медианное ядро шва (median raphe nucleus) 
известно своим содержанием серотонина, марке-
ром которого является транспортер серотонина 
(SERT). Анатомические данные показывают, что 
проекции мЯШ образуют классические синапсы 
на ГАМКергических интернейронах в гиппо-
кампе  [62], потенциально обеспечивая субстрат 
для быстрой нейромодуляции гиппокампаль- 
ной сети.
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Кроме серотонина в клетках этого ядра может 
содержаться глутамат  [15, 63–69]. Об этом свиде-
тельствуют данные, показавшие, что в нейронах 
мЯШ (и/или в их аксонах), наряду с  SERT, присут-
ствует VGLUT3  [63–68], а также факты, получен-
ные в анатомических и электрофизиологических 
исследованиях  [66,  69]. Интересно, что при этом 
маркеры SERT+ и VGLUT3+ часто коэкспрессиру-
ются, но могут встречаться и по отдельности  [15, 
63–67]. Хотя в первоначальных исследованиях 
предполагалось, что большинство серотонин-
ергических нейронов дорсального и медианного 
ядер шва экспрессируют мРНК VGLUT3  [63,  70], 
последующие работы показали, что только око-
ло 50%  клеток экспрессируют мРНК VGLUT3  [65, 
71, 72] (табл. 1). Исходя из этого, некоторые авторы 
считают, что многие популяции нейронов в моз-
ге используют глутамат в дополнение к своему 
«основному» нейротрансмиттеру [5]. В некоторых 
работах  [67,  68] было показано, что большинство 
варикозных узлов вдоль стволов аксонов, идущих 
к гиппокампу от нейронов мЯШ, экспрессируют 
маркеры как SERT, так и VGLUT3, но в других ис-
следованиях  [65] были показаны противополож-
ные результаты: в гиппокампе в одном и том же 
варикозном расширении эти два маркера (SERT 
и  VGLUT3) одновременно практически не экс-
прессировались. Пока не известно, являются ли 
эти противоречия результатом различий приме-
няемых методов, или же это представляет собой 
физиологически важное наблюдение, связанное с 
функциональным состоянием нейронов.

В нейронах мЯШ, наряду с SERT и глутама-
том, была обнаружена также и ГАМК  [71,  72]. Что 
касается возможности колокализации серотони- 
на и ГАМК в проекционных путях от мЯШ к гиппо-
кампу, существуют работы, подтверждающие  [21] 
и опровергающие это предположение  [20,  73], 
т.е.  этот вопрос остается открытым.

Супрамамиллярное ядро (СУМ) (supra­
mammillary nucleus). СУМ представляет собой 
тонкую структуру, лежащую над мамиллярными 
телами в гипоталамусе; это ядро посылает к гип-
покамповой формации существенные проекции. 
СУМ состоит из нескольких популяций клеток, ко-
торые различаются по нейрохимическому составу 
и специфичности связей. Нейроны СУМ посылают 
свои аксоны к полю СА2/СА3а дорзального и вен-
трального гиппокампа, а также к зубчатой изви-
лине (см.  обзоры Pan и McNaughton  [74], Vertes и 
Kocsis  [75]). На клеточном уровне было обнаруже-
но, что нейроны латеральной части СУМ  (СУМЛ) 
являются особенной популяцией. Они интенсивно 
иннервируют супрагранулярный слой дорзальной 
зубчатой извилины, повышая активность этой 
части гранулярных нейронов, и в меньшей сте-
пени проецируются к вентральной зубчатой из-

вилине  [76]. При этом нейроны СУМЛ демонстри-
руют маркеры двойного фенотипа: VGLUT2, VGAT 
и GAD65, т.е.  одновременно способны высвобож-
дать глутамат и ГАМК  [77–79]  (табл.  1). Существу-
ют морфологические подтверждения двойного 
действия СУМЛ на нейроны зубчатой извилины у 
крыс и мышей: они устанавливают асимметрич-
ные (предположительно, возбуждающие) и сим-
метричные (предположительно, тормозные) кон-
такты на разных нейронах этой структуры  [76, 
78,  79]  (см.  рис.  1). В  работе Billwiller  et  al.  [76] 
также было показано, что один аксонный бутон, 
образуемый нейроном СУМЛ, может формировать 
асимметричный синапс на одних гранулярных 
клетках и симметричный синапс  – на других. 
При этом стимуляция окончаний аксонов ней-
ронов СУМЛ, иннервирующих дорзальную зубча-
тую извилину, индуцирует котрансмиссию ГАМК 
и глутамата почти на всех гранулярных клет-
ках  [76,  80,  81].

Важно, что СУМ контролирует гиппокампаль-
ный тета-ритм  [75,  82,  83] и участвует в обуче- 
нии и формировании эмоциональной памяти  [74, 
84–88]. Недавнее исследование, упомянутое 
выше [76], показало, что во время быстрого (REM) 
сна у мышей мощность тета- и гамма-ритмов в 
зубчатой извилине может увеличиваться под 
влиянием оптогенетической стимуляции  СУМЛ. 
Кроме того, во время медленноволнового сна ак-
тивация пути СУМЛ–зубчатая извилина вызывала 
пробуждение мышей, переключение с дельта- на 
тета-активность и увеличение мощности гамма-
осцилляций. Таким образом, супрамамиллярные 
нейроны, колокализующие ГАМК и глутамат, мо-
гут участвовать в контроле тета- и гамма-осцил-
ляций в зубчатой извилине во время быстрого и 
медленноволнового сна, способствуя осуществле-
нию таких когнитивных функций, как обучение 
и память.

Вентральная тегментальная область 
(ВТО) (ventral tegmental area). ВТО или А10 явля-
ется основным источником дофамина в вентраль-
ном гиппокампе. Применение иммунохимических 
методов и флуоресцентной гистохимии показало, 
что дофаминергические аксоны распределяются в 
зубчатой извилине и, в меньшей степени, в поле 
СА1 гиппокампа крыс; незначительное количе-
ство волокон обнаружено также в поле СА3  [89]. 
У  обезьян плотность дофаминергических волокон 
умеренна и диффузна по всему гиппокампу  [90]. 
Многочисленные работы с использованием элек-
трофизиологических и оптогенетических методов 
показали, что во многих случаях дофамин-про-
дуцирующие нейроны высвобождают также глу-
тамат  [91–94] и ацетилхолин  [95,  96]. Исследова-
ние распределения мРНК VGLUT2 в ВТО выявило 
относительно высокое количество дофаминерги-
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ческих нейронов, содержащих мРНК VGLUT2, в 
ростро-медиальной области ВТО  [97,  98]. В  недав-
ней работе было обнаружено, что нейроны ВТО, 
содержащие VGLUT2 (т.е.  выделяющие глутамат), 
выявляют также ГАМКергические маркеры, GAD и 
VGAT  [79]; при этом было обнаружено, что в ВТО 
содержится более 20%  нейронов, имеющих такой 
фенотип  (табл.  1).

Голубое пятно (locus coeruleus). Голубое пят-
но  – это небольшое ядро, расположенное глубоко 
в стволе мозга, которое является основным источ-
ником норадреналина для гиппокампа  [99–101].  
В  целом паттерн норадренергической иннер-
вации одинаков на всех септо-темпоральных 
уровнях гиппокампальной формации; самые 
плотные сплетения обнаружены в хилусе зубча-
той извилины, str. lacumosum CA3, str. moleculare 
всего гиппокампа и субикулуме  [99]. Часть со-
держащих норадреналин нейронов демонстри-
руют глутаматергический фенотип и экспрессию 
VGLUT2  [102,  103]  (табл.  1). При этом зависящие 
от активности голубого пятна концентрации нор-
адреналина локально модулируются в структуре-
мишени за счет выделяемого глутамата; осущест-
вляемые при этом в гиппокампе пластические 
преобразования (потенциация или депрессия) 
зависят от локальных концентраций норадре-
налина  [103]. Интересно, что нейроны голубого 
пятна могут выделять также дофамин  [104–106]; 
при этом его высвобождение в гиппокампе за
висит от изменения активности транспортера 
норадреналина, триггеруемого высокими уровня-
ми локального глутамата, а также от активации 
NMDA-рецепторов на терминалах норадренерги-
ческих нейронов [107, 108]. Возможность совмест-
ного высвобождения дофамина и норадреналина 
в присутствии высокого уровня локального глу-
тамата в гиппокампе является важным механиз-
мом, и его расшифровка может улучшить наше 
понимание влияния голубого пятна на пласти-
ческие процессы в мозге и на разгадку природы 
внимания и памяти.

Возможное функциональное значении ко-
локализации медиаторов в гиппокампе. Умо-
зрительно можно предположить, что клетки с 
двумя или несколькими передатчиками могут 
способствовать снижению метаболических затрат 
и ошибок сигнализации, а также повышают ин-
формационные возможности нейронных сетей и 
обеспечивают точность и гибкость их работы.

При исследовании вопроса о том, каковы 
функции совместного высвобождения глутамата 
и ГАМК в гиппокампальной формации, интересно 
рассмотреть следующие экспериментальные фак-
ты: при стимуляции внутренних систем связей от 
зубчатой извилины к полю СА3 гиппокампа (при 
слегка надпороговых токах) чаще всего наблю-

далась тормозная реакция и лишь при дальней-
шем повышении интенсивности тока возникал 
нейронный разряд  [109]. Учитывая возможность 
совместного высвобождения глутамата и ГАМК из 
мшистых волокон в зубчатой извилине  [32,  110], 
это явление можно объяснить следующим обра-
зом: при слабых сигналах синапс, в который вы-
брасываются два указанных медиатора, «работает» 
как чисто ГАМКергический, а при их усилении  – 
и как глутаматергический. Анализ внеклеточных 
ответов нейронов гиппокампа и связанных с ним 
структур показывает, что начальная фаза, часто 
рассматриваемая как латентный период, в дей-
ствительности при соотнесении с предшествую-
щей спонтанной активностью включает краткий 
тормозный «сброс» (reset). Этим может достигать-
ся значительное повышение отношения сигнал/
шум и синхронизация ответов, улучшающие воз-
действие слабых сигналов  [46,  111]. При отсут-
ствии тормозного «сброса» отношение сигнал/
шум резко снижается, часто до нуля, и реакции 
в гиппокампе блокируются  [47,  112]. Аналогич-
ные факты были получены при активации воло-
кон перфорантного пути и регистрации ответов в 
зубчатой извилине и поле СА1 гиппокампа  [113]. 
Кроме гиппокампа значение эффекта тормозного 
«сброса», или «обнуления», показано в соответ-
ствующих системах как при обработке сигналов, 
так и при подготовке к движению  [114,  115]. Что 
касается механизма этих событий, эксперимен-
тальные данные и компьютерное моделирование 
показывают, что торможение в течение несколь-
ких миллисекунд в непосредственной близости  
от возбуждающихся глутаматных рецепторов эф
фективно снижает амплитуду постсинаптиче-
ского кальциевого ответа  [116–118]; при этом 
также может быть повышена пространствен-
ная специфичность динамики кальция  [118]. 
Недавно было также обнаружено, что в сомато-
статин-положительных интернейронах гиппо-
кампа приток кальция через NMDA-рецепторы 
избирательно усиливает торможение со стороны 
подмножества тормозных синапсов (см.  статью 
Chiu et al.  [117]). Кроме того, VGLUT, экспрессируе-
мый в окончаниях аксонов, может приводить к 
усиленному поглощению ГАМК в синаптические 
пузырьки (везикулярная синергия)  [32,  119], тем 
самым увеличивая высвобождение ГАМК. Более 
того, совместное воздействие на глутаматные и 
ГАМК-рецепторы в постсинапсе может обеспечи-
вать быструю и более целенаправленную форму 
короткого торможения  [4].

Кроме собственно гиппокампа, еще одной 
структурой, где можно проследить действие 
медиаторов противоположной направленности, 
выделяющихся при одном и том же стимуле 
и имеющих одну мишень, является зубчатая 
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извилина, относящаяся к гиппокампальной фор-
мации. Действительно, гранулярные клетки и 
их аксоны (мшистые волокна) регулируемым 
образом экспрессируют все маркеры обоих фено-
типов: глутамат и ГАМК, а также GAD, VGLUT и 
VGAT; их активация вызывает в постсинаптиче-
ских клетках-мишенях синаптические ответы, 
опосредованные как глутаматергическими, так 
и ГАМКергическими рецепторами. Отмечалось, 
что динамика экспрессии фенотипа нейротранс-
миттера в гранулярных клетках следующая: 
изначально ГАМКергическая, затем двойная глу-
таматергическая–ГАМКергическая, затем только 
глутаматергическая, но после периода повышен-
ной возбудимости она может временно стать 
глутаматергической–ГАМКергической (см.  обзор 
Gutiérrez [27]). Экспрессия этих фенотипов, завися-
щая от деятельности мозга, в которой задейство-
вана зубчатая извилина, по-видимому, участвует 
в поддержании баланса возбуждения и тормо-
жения в контактах между зубчатой извилиной 
и  полем СА3 (см.  обзор Gutiérrez  [39]).

С другой стороны, активность клеток зубча-
той извилины модулируется нейронами СУМЛ 
также посредством высвобождения глутамата 
и ГАМК  [77,  79]. В  работе Ajibola  et  al.  [120] на 
мышах при использовании оптогенетических, 
электрофизиологических и фармакологических 
подходов продемонстрировано, что СУМЛ диффе-
ренциально регулирует активность разных ней-
ронов зубчатой извилины посредством различ-
ных синаптических механизмов. Хотя активация 
СУМЛ приводит к синаптическому возбуждению 
и торможению всех постсинаптических кле-
ток, соотношение этих двух воздействий вариа-
бельно и зависит от типа клетки. В  частности, 
те интернейроны в зубчатой извилине, которые 
получают проекции на дендриты, испытывают 
преимущественно синаптическое возбуждение, 
тогда как другие интернейроны, которые полу-
чают проекции на сому, а также гранулярные 
клетки лишь снижают латентный период отве-
тов на возбуждающие импульсы и повышают 
точность срабатывания. Кроме того, возбуждение 
СУМЛ усиливает выход глутамата из гранулярных 
нейронов в ответ на корковые входные сигналы, 
тем самым способствуя индукции долговремен-
ной потенциации в синапсах от неокортекса к 
гранулярным нейронам. В  совокупности эти дан-
ные свидетельствуют о важном физиологическом 
значении котрансмиссии глутамата и ГАМК ней-
ронами СУМЛ для функционирования сети зубча-
той извилины  [120].

Относительно роли котрансмиссии в генера-
ции тета-ритма в гиппокампе (что необходимо 
для обработки информации, обучения и запоми-
нания  [45]), предполагается, что ГАМКергические 

клетки МСДБ, фазически воздействуя на холин-
ергические нейроны этой структуры посредством 
ГАМК-рецепторов, вовлекают бо́льшую популя-
цию септальных нейронов в синхронную актив-
ность  [45]. Учитывая, что к гиппокампу прое-
цируются также глутаматергические нейроны 
МСДБ  [51,  52], а часть холинергических нейронов 
этой структуры коэкспрессирует VGLUT3  [13,  57], 
можно полагать, что выделяющийся из септаль-
ных нейронов глутамат играет существенную 
роль в генерации гиппокампального тета-ритма.

Кроме гиппокампа и зубчатой извилины, 
структурой, где могут работать два нейротранс-
миттера противоположного действия, выделяю-
щиеся при одном и том же стимуле и имеющие 
одну мишень, является мЯШ, где такими медиа-
торами являются глутамат и серотонин. Глутамат 
в мЯШ высвобождается из VGLUT3+-везикул тех 
клеток, в которых он является основным нейро-
трансмиттером; однако этот медиатор обнаружи-
вается и в серотонинергических нейронах, а так-
же  – в  небольшом проценте  – в ГАМКергических 
клетках  [21,  71,  72]. В  отличие от медленного мо-
дуляторного эффекта, обычно связываемого с вос-
ходящими системами, электрическая стимуляция 
этого ядра или пути от  мЯШ вызывает быструю и 
надежную модуляцию сетевой активности гиппо-
кампа, МСДБ и других нижележащих структур [75, 
121,  122]. В  гиппокампе это осуществляется клас-
сическими синапсами, образуемыми клетками 
мЯШ на ГАМКергических интернейронах, потен-
циально обеспечивающих субстрат для быстрой 
нейромодуляции гиппокампальной сети  [16]. 
Таким образом, демонстрация быстрой синапти-
ческой активации интернейронов гиппокампа с 
помощью мЯШ-афферентов посредством совмест-
ной передачи глутамата и серотонина показывает, 
что представление о подкорковом контроле корти-
кальной активности как медленной и диффузной 
модуляции, зависящей от состояния  [123,  124], 
теперь дополняется сведениями о способности 
субкортикальных афферентов осуществлять си-
наптические влияния с высоким временны́м и 
пространственным разрешением  [125–127]. Это, 
вероятно, способствует быстрому формированию 
и выбору определенных локальных представле-
ний или способов обработки информации в гип-
покампе [128,  129]. Предполагалось, что это может 
осуществляться за счет быстрых изменений отно-
сительного вклада различных классов интерней-
ронов гиппокампа в ритмическую популяцион-
ную активность  [130,  131]. Это предположение 
подтверждается другими, в частности, более позд-
ними работами  [20,  21,  132,  133].

Известно, что различные типы тормозных 
интернейронов гиппокампа специализируются на 
иннервации определенных классов пирамидных 
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клеток и, внутри них, различных субклеточных 
компартментов (в частности, специфических 
частей дендритов)  [132,  133]. Одним из замеча-
тельных типов интернейронов в гиппокампе 
являются «двойные» CCK–VGLUT3-положитель-
ные корзинчатые клетки, имеющие возможность 
посылать сигналы как с помощью глутамата, так 
и ГАМК; кроме этого, они содержат пресинапти-
ческие каннабиноидные рецепторы типа  1 (CB1R), 
что указывает на их тесные двунаправленные 
взаимодействия с постсинаптическими пирамид-
ными клетками. Функции этих нейронов деталь-
но исследованы проведенными одновременно ра-
ботами двух групп авторов  [18, 21]. Показано, что 
у мышей с отсутствием VGLUT3 в CCK+-нейронах 
(линия VGLUT3–/–) обнаруживается заметное увели-
чение ГАМКергической передачи к пирамидным 
клеткам поля  CA1. Это свидетельствует о том, что 
торможение, осуществляемое ГАМКергическими 
CCK+-нейронами, является VGLUT3-зависимым [21]. 
В  работе Del  Pino  et  al.  [18] выявлено, что при 
отсутствии рецептора тирозинкиназы ErbB4 во 
время развития животных (мышей) нарушается 
нормальная интеграция CCK–VGLUT3-положитель-
ных корзинчатых клеток в нейронные сети и сни-
жается количество образуемых ими тормозных 
синапсов. Соответственно, уменьшается ингиби-
рующее воздействие, которое они оказывают на 
пирамидные нейроны уже у взрослых животных. 
У таких мышей, а также при отсутствии у мышей 
VGLUT3  [21] наблюдались сдвиг синаптической 
пластичности в системе коллатерали Шеффера–
поле  CA1 и нарушение тета-осцилляций  [18,  21]. 
Показано также, что снижение количества синап-
тических контактов, образуемых корзинчатыми 
CCK–VGLUT3-положительными интернейронами, 
нарушало пространственное кодирование клет-
ками места гиппокампа. Так, в тестах распознава-
ния расположения объекта и в водном лабиринте 
Морриса это вызвало избирательные изменения 
в пространственном обучении и памяти  [18]. Эти 
результаты свидетельствуют о том, что нормаль-
ная интеграция VGLUT3+ ГАМКергических корзин-
чатых клеток в нейронные сети является ключом 
к поддержанию регулируемого тета-осцилляция-
ми пространственного кодирования клетками 
места в гиппокампе.

Значение котрансмиссии в обучении и па­
мяти. Некоторые исследования выявили участие  
колокализующихся нейромедиаторов, включая 
глутамат, ГАМК, ацетилхолин и серотонин, в 
формировании контекстуальной памяти на страх 
[134–138]. Известно, что субпопуляции нейронов 
и волокон гиппокампа, миндалины и префрон-
тальной коры, высвобождающие более одного 
нейромедиатора  [5,  119], при выработке реакции, 
сопровождаемой чувством страха, экспрессируют 

атипичный везикулярный транспортер глутама- 
та типа  3, VGLUT3  [21, 139–142]. Несколько ис-
следований показали, что отсутствие данного 
транспортера в нейронах приводило к блокаде 
глутаматергических токов, опосредованных му-
скариновыми глутаматными рецепторами в гип-
покампе  [21], тогда как другие показали блокаду 
глутаматергических ионотропных токов  [126]. 
Интересно, что мыши  VGLUT3–/– демонстрируют 
стойкую гиперреактивность на стресс  [139] и 
нарушение регуляции гипоталамо-гипофизарной 
системы  [143]. Несколько исследований показа-
ли, что мыши с дефицитом  VGLUT3 имеют более 
сильную контекстуальную память на страх и 
склонны «переносить» выработанный в опреде-
ленной ситуации страх на другие ситуации (так 
называемое обобщение)  [143] без других серьез-
ных нарушений памяти  [144].

В работе Fasekas et al.  [144] проверялась гипо-
теза о том, что дефицит везикулярного транспор-
тера глутамата  3  (VGLUT3) связан с когнитивны-
ми нарушениями. Самцы мышей с генетическим 
нокаутом VGLUT3  (KO) и мышей дикого типа  (ДТ) 
были подвергнуты серии поведенческих тестов, 
основанных на спонтанном исследовательском 
поведении, а также на подкреплении. Для про-
верки когнитивной гибкости было использовано 
обратное обучение. KO-мыши продемонстрирова-
ли определенную способность к обучению; так, 
память социального узнавания у таких мышей 
была нетронутой. Тест в Y-образном лабиринте 
выявил более слабую рабочую память у KO-мы-
шей, но и здесь серьезных нарушений в обуче-
нии не наблюдалось. В  парадигме оперантного 
обусловливания или дискриминации также не 
было серьезных нарушений в обучении. В  тестах 
на обучение, основанных на избегании (вод-
ный лабиринт Морриса и активное избегание), 
KO-мыши демонстрировали более медленный 
процесс обучения по сравнению с ДТ-мышами, 
но не полное нарушение обучаемости. В  тестах, 
основанных на простых ассоциациях (оперантное 
обусловливание, обучение избеганию), у KO-мы-
шей наблюдалось ослабление когнитивной гибко-
сти. Таким образом, генетический нокаут VGLUT3 
приводит к легким нарушениям рабочей памяти 
и гибкости обучения. Авторы делают вывод, что 
этот переносчик глутамата не является основным 
игроком в обучении и формировании памяти 
в целом. Отмечается, что необходимы дальней-
шие изыскания для выявления роли локальных 
VGLUT3-положительных нейронов и их термина-
лей в процессах, необходимых для разных типов 
декларативной памяти  [144].

Имеющиеся данные о функциональной роли 
колокализации нейротрансмиттеров суммирова-
ны  в  табл.  2.



КИЧИГИНА78

БИОХИМИЯ том 90 вып. 1 2025

Таблица 2. Функциональная роль колокализации медиаторов в гиппокампе и афферентных структурах

Трансмиттеры Функциональное значение

Глутамат  +  ГАМК

повышение отношения сигнал/шум и синхронизация ответов, улучшающих 
воздействие слабых сигналов  [46,  109,  111];
обеспечение синаптической пластичности, генерации тета-осцилляций 
в  гиппокампе, улучшение пространственного обучения и памяти  [18,  21];
поддержание баланса возбуждения и торможения в системе ЗИ–поле  СА3 
гиппокампа  [39];
индукция долговременной потенциации в пути от неокортекса 
к  гранулярным нейронам ЗИ  [120]

Глутамат  +  серотонин

быстрая и надежная модуляция сетевой активности гиппокампа, 
МСДБ  и  других структур переднего мозга  [75,  121,  122];
поддержание синаптических влияний с высоким временны́м 
и  пространственным разрешением в системе мЯШ–гиппокамп [125–127];
улучшение пространственного кодирования клетками места 
в  гиппокампе  [18], обработки информации в целом  [128,  129]

Глутамат  +  дофамин
обеспечение обучения на основе вознаграждения (оперантное 
обусловливание с участием  ВТО)  [144];
улучшение гибкости обучения и формирования рабочей памяти  [144]

Глутамат  +  норадреналин регуляция пластических преобразований в гиппокампе (потенциации 
или  депрессии) локальными концентрациями норадреналина  [103]

ГАМК  +  ацетилхолин обеспечение механизма генерации тета-ритма в гиппокампе,  
участвующего в обработке информации, обучении и памяти  [45]

Примечание. Используемые сокращения: ВТО  – вентральная тегментальная область; ЗИ  – зубчатая извили-
на; МСДБ  – комплекс медиального септального ядра и ядра диагонального пучка Брока; СУМ  – супрамамил-
лярное ядро.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время известно, что нервная 
клетка может продуцировать и использовать для 
связи с другими нейронами несколько разных 
молекул, в том числе несколько классических 
медиаторов, которые могут оказывать на мишень 
противоположное действие. Колокализация ней-
ротрансмиттеров в клетках гиппокампа и его 
афферентных системах, предположительно, повы-
шает информационные возможности нейронных 
сетей, а также обеспечивает точность и гибкость 
их работы. Механизмы выделения колокали-
зующихся трансмиттеров и их функциональная 
роль в работе гиппокампа пока окончательно не 
выяснены. Предполагается, что воздействие сла-
бых сигналов, поступающих к гиппокампу, может 
усиливаться за счет выброса ГАМК и глутамата 
со строго определенными временны́ми задержка-
ми, определяемыми генерируемым тета-ритмом. 
Как следствие, это может значительно повышать 
синхронизацию ответов основных нейронов и 
отношение сигнал/шум в нейронной сети. Пред-
полагается также, что экспрессия разных медиа-
торных фенотипов в гиппокампе способствует бы-
строму выбору способов обработки информации, 
индукции долговременной потенциации и про-
странственному кодированию клетками места.  
Кроме этого, получены факты, указывающие, что 

колокализация трансмиттеров может обеспечи-
вать гибкость обучения и формирование рабочей 
памяти.

Важно, что колокализация нейромедиаторов 
в клетках гиппокампа и афферентных системах 
участвует в поддержании баланса возбуждения 
и торможения в отдельных его регионах, что 
необходимо для нормального функционирования 
всего мозга.

Некоторые вопросы остаются открытыми и 
должны быть решены, чтобы полностью понять 
функциональное значение совместного высво-
бождения нейротрансмиттеров из одних и тех 
же нейронов. Во-первых, хотя существуют факты, 
указывающие, что в мозге могут работать два 
медиатора противоположного действия, выделяю-
щиеся при одном и том же стимуле и имеющие 
одну мишень, остается неизвестным, могут ли 
они одновременно влиять на один и тот же ней-
ронный локус этой мишени. Есть и другие не до 
конца решенные вопросы. Используются ли оба 
передатчика для выполнения схожих или раз-
ных функций (оптогенетическая стимуляция не 
позволяет однозначно ответить на этот вопрос, 
поскольку она обычно вызывает высвобождение 
обоих передатчиков)? В  том случае, если в актив-
ной зоне присутствуют отдельные популяции вези-
кул (см. статью Root et al. [79]), направлены ли эти 
везикулы к различным местам высвобождения?  
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Содержит ли каждая синаптическая везикула 
только один или несколько классов транспор-
теров? Имеет ли место выборочный контроль 
выброса каждого нейротрансмиттера? Существо-
вание еще одного, не идентифицированного, 
транспортера ГАМК (кроме  VGAT) (см.  работу 
Gomez-Lira  et  al.  [33]) также до сих пор не под-
тверждено, но и не опровергнуто.

Нет пока ответа и на вопрос о том, как си-
стема зубчатая извилина–поле  СА3 гиппокампа 
взрослого мозга после судорожного приступа 
становится подобной таковой в развивающемся 
мозге. Существует ли изначально колокализация 
ГАМК и глутамата в гранулярных клетках зубча-
той извилины и возможность их одновременного 
выделения из мшистых волокон в зрелом мозге, 
которая явно реализуется лишь в постсудорож-
ном периоде? Если это так, то благодаря какому 
тормозному контролю, существующему в норме, 
этот механизм подавляется?

На эти вопросы должны ответить будущие 
исследования с применением последних достиже-

ний нейронауки (в частности, подходы, использу-
ющие оптогенетику в сочетании с микроскопией 
сверхвысокого разрешения и визуализацией пре- 
и постсинаптических белков (см., например, срав-
нительное исследование Dani et al.  [145] и работу 
Chang  et  al.  [146]). Решение данных проблем про-
двинет некоторые направления фундаменталь-
ной науки, а также поможет в терапии тех забо-
леваний, где обнаруживается нарушение баланса 
возбуждения и торможения, таких как эпилепсия, 
болезнь Альцгеймера и многих других.
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In neurophysiology, the transmitter phenotype is considered a sign of neuronal identity. Since the 
end of the last century, it has become known that a nerve cell can produce and use several different 
molecules to communicate with other neurons. These can be “classical” transmitters: glutamate or 
gamma-aminobutyric acid (or acetylcholine, serotonin, norepinephrine), as well as second messengers, 
mainly neuropeptides released from the same neurons. If classical neurotransmitters are released 
together from the same nerve cell, this is called cotransmission or coreleasing (release from the 
same vesicles). In this review article, the term “cotransmission” is used in a broad sense, denoting 
neurons that can release more than one classical mediator. Since transmitters are often intermediate 
products of metabolism and are found in many cells, the classification of neurons is currently based 
on carrier proteins (transporters) that “pack” neurotransmitters synthesized in the cytoplasm into 
vesicles. Here, we limit the question of colocalization of the main neurotransmitters in mammals to 
neurons of the hippocampus and those structures that send their pathways to it. The review considers 
problems affecting the mechanisms of multitransmitter signaling, as well as the probable functional 
role of mediator colocalization in the work of the hippocampus, which has not yet been clarified. 
It is suggested that co-expression of different mediator phenotypes is involved in maintaining the 
balance of excitation and inhibition in different regions of the hippocampus; facilitates rapid selec-
tion of information processing methods, induction of long-term potentiation, maintenance of spatial 
coding by place cells, as well as ensuring flexibility of learning and formation of working memory. 
However, the functional role of mediator colocalization, as well as the mechanisms of release of “dual” 
transmitters, have not been fully clarified. The solution of these problems will advance some areas of 
fundamental neuroscience and help in the treatment of those diseases where a violation of the balance 
of excitation and inhibition is detected, for example, epilepsy, Alzheimer’s disease and many others.
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Изменение структуры плазматических мембран влияет на функции мембран и клеток. Неко-
торые из этих изменений могут приводить к развитию патологий организма, что делает акту-
альной задачу изучения влияния изменений структуры мембран на их функции. В  настоящее 
время установлено, что при взаимодействии гормонов стресса и андрогенов с плазматиче-
скими мембранами происходит изменение их структуры. При этом в плазмалеммах меняются 
взаимодействия между белками и липидами, образуется неподвижная квазипериодическая 
сеть белок-липидных доменов, связанная с цитоскелетом. Инициаторами образования белок-
липидных доменов являются мембранные белки, которые изменили свою вторичную структуру 
при взаимодействии мембраны с гормонами. Вместе с тем всё ещё не ясно, какие именно 
изменения во вторичной структуре мембранных белков способствуют образованию вокруг них 
белок-липидных доменов. Целью данной работы являлось установление этих вторичных струк-
тур мембранных белков. Для достижения поставленной цели изучались изменения структуры 
мембран при их взаимодействии с дегидроэпиандростероном, кортизолом, андростероном, 
тестостероном и адреналином. В  работе для изучения изменения структуры мембран исполь-
зовались флуоресцентные методы измерения спектров возбуждения и испускания собствен-
ной флуоресценции мембранных белков и относительной микровязкости мембран с помощью 
зонда пирен. Изменение вторичной структуры мембранных белков при структурных переходах 
в мембранах изучалось с помощью ИК-спектроскопии. Установлено, что инициаторами появ-
ления белок-липидных доменов в плазматических мембранах являются мембранные белки, в 
которых после взаимодействия с гормонами увеличивается доля β-структур. При этом появле-
ние новых α-спиралей в мембранных белках не усиливает притяжение между мембранными 
белками, белок-липидные домены не образуются. Напротив, появление большого числа α-спи-
ралей в мембранных белках может привести к уменьшению микровязкости липидного бислоя.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: белок-белковые и белок-липидные взаимодействия в плазматических мем-
бранах, белок-липидные домены в плазматических мембранах, β-структуры, α-спирали, струк-
турные изменения плазматических мембран, апо А-1, болезнь Альцгеймера.

DOI: 10.31857/S0320972525010064 EDN: CPSLIG

Принятые сокращения: ДЭА – дегидроэпиандростерон; Df – интенсивность возбуждения собственной флуо-
ресценции мембранных белков; F  – интенсивность испускания собственной флуоресценции мембранных 
белков; I – интенсивность испускания флуоресценции мембран; L – относительная микровязкость мембран; 
Lo  и Ld  – жидко-упорядоченное и -неупорядоченное состояния липидов соответственно.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Изменение структуры плазматических мем-
бран влияет на функции мембран и клеток. Под 
изменением структуры плазматических мембран 
понимается изменение вторичной, третичной и 
четвертичной структур мембранных белков, фаз 

липидного бислоя, перераспределение белков 
и липидов по бислою, изменение морфологии 
мембран. Некоторые из этих изменений могут 
приводить к развитию патологий организма. 
С  другой стороны, развитие тех или иных пато-
логий может вызывать изменения в структуре 
плазмалемм. Таким образом, изучение влияния 
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изменения структуры плазматических мембран 
на их функции актуально не только с точки зре-
ния фундаментальной науки, но и чрезвычайно 
важно с практической точки зрения.

Хорошей моделью для исследования влияния 
изменения структуры плазматических мембран 
на их функции является мембрана эритроцита, 
которую можно легко выделить и которая имеет 
строение, подобное многим другим плазматиче-
ским мембранам. Изучению этой модели посвя-
щено много работ. Например, описание возраст-
ных изменений структуры мембран эритроцитов 
представлено в обзорах Боровской  и  др.  [1] и 
Боронихиной  и  др.  [2]. Основными факторами, 
повреждающими структуру эритроцитов и нару-
шающими их жизнедеятельность, являются ак-
тивные формы кислорода, воздействию которых 
эритроциты постоянно подвергаются при 4-месяч-
ном функционировании в кровотоке. Следствия-
ми окислительного стресса являются: нарушение 
водно-электролитного баланса стареющих эритро-
цитов; уменьшение их объёма, площади поверх-
ности и отношения площадь/объём; увеличение 
концентрации гемоглобина и вязкости цитоплаз-
мы. Всё это ведёт к разрушению цитоскелета и 
его связей с плазмалеммой, снижению возмож-
ности мембраны деформироваться в микрокапил-
лярах и способности красной клетки выполнять 
свои функции  [1,  2].

Ранее проведены исследования влияния из-
менения структуры плазматических мембран на 
их функции на примере взаимодействия гормо-
нов стресса и андрогенов с мембранами эритро-
цитов, при котором происходит изменение струк-
туры последних  [3–5]. При этом в плазмалеммах 
меняются взаимодействия между белками и ли-
пидами. Около мембранных белков, изменивших 
свою вторичную структуру, образуется неподвиж-
ная квазипериодическая сеть белок-липидных 
доменов, связанная с цитоскелетом  [3–5]. В  обра-
зовавшихся доменах липиды находятся в жидко-
упорядоченном состоянии  (Lo), между доменами 
липиды находятся в жидко-неупорядоченном со-
стоянии  (Ld)  [3–5].

В результате таких структурных изменений 
меняется поле механических напряжений в плаз-
матической мембране, что ведёт к появлению 
складчатости мембраны  [6–8], изменению функ-
ций мембран и красных клеток. Например, при 
увеличении концентрации гормонов во взвеси 
мембран эритроцитов происходит увеличение 
микровязкости мембран и увеличение механиче-
ских напряжений сжатия в них [9]. Из-за этого ак-
тивность Na+,K+-ATPазы этих мембран при увели-
чении концентрации гормонов во взвеси сначала 
увеличивается, достигает максимума, затем начи-
нает уменьшаться [9]. В результате меняются кон-

центрации ионов Na+ и K+ на внутренней и внеш-
ней сторонах мембраны, меняются как разность 
электрохимических потенциалов на внутренней 
и внешней сторонах мембраны, так и дзета-по-
тенциал эритроцита, что влияет на его прохожде-
ние по микрокапиллярному руслу  [10,  11].

При прохождении эритроцитов по микрока-
пиллярному руслу, когда на его мембрану дей-
ствуют одновременно механические поперечные 
усилия сжатия и продольные усилия растяже-
ния, в жирнокислотных хвостах фосфолипидов 
могут возникать кинки-солитоны. Как показано 
в работе Mokrushnikov  et  al.  [12], эти кинки-соли-
тоны могут усиливать перенос молекул газа через 
мембрану.

Квазипериодическая сеть белок-липидных до-
менов, появившаяся в плазматической мембране 
в результате структурных изменений, представ-
ляет собой неоднородности, в которых коэффици-
ент диффузии липидов ниже, чем в среднем по 
мембране. В  результате меняется характер лате-
ральной диффузии липидов вдоль цитоплазма-
тической мембраны. В  однородной мембране она 
представляет собой простую броуновскую диффу-
зию. После появления сети белок-липидных доме-
нов она становится нелинейной, могут появиться 
промежутки времени, когда вместе с диффузией 
существует и адвекция  [13].

Инициаторами образования белок-липидных 
доменов в плазматической мембране являются 
мембранные белки, которые поменяли свою вто-
ричную структуру при взаимодействии мембран 
с гормонами  [3–5]. Вместе с тем всё ещё не ясно, 
какие именно изменения во вторичной структуре 
мембранных белков способствуют образованию 
вокруг них белок-липидных доменов. Целью дан-
ной работы является установление этих измене-
ний во вторичной структуре мембранных белков.

Для достижения поставленной цели в пред-
ставленной работе in  vitro исследуются измене-
ния структуры мембран эритроцитов крыс при 
связывании их с дегидроэпиандростероном (ДЭА), 
кортизолом, андростероном, тестостероном и ад-
реналином. Возникающие при этом изменения 
структуры мембранных белков исследовали с 
помощью измерения собственной флуоресцен-
ции мембранных белков. Изменения структуры 
липидного бислоя мембран изучали с примене-
нием флуоресцентного метода измерения микро-
вязкости мембран с помощью зонда пирен. Изме-
нение вторичной структуры мембранных белков 
исследовали методом измерения поглощения 
мембранами ИК-излучения.

С помощью измерения зависимости микро-
вязкости мембран от концентрации гормона во 
взвеси мембран определяли гормоны, взаимодей-
ствие с которыми вело к образованию в мембра-
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нах сети белок-липидных доменов. Также опреде-
ляли гормон, взаимодействие с которым не вело 
к образованию в мембранах сети белок-липидных 
доменов. Далее, анализируя результаты ИК-спек-
троскопии мембран эритроцитов, находили раз-
личия в изменении вторичной структуры мем-
бранных белков при взаимодействии мембран 
с этими гормонами. Сопоставляя полученные 
результаты, удалось выявить вторичную струк-
туру мембранных белков, которая способствует 
образованию белок-липидных доменов в плазма-
тической мембране.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение мембран эритроцитов. Основным 
материалом для проведения экспериментов явля-
лись мембраны эритроцитов крыс. В представлен-
ной работе для их выделения использовали метод 
Доджа, который представляет собой осмотический 
гемолиз эритроцитов и отмывку мембран в гипо-
тоническом буфере  [14]. Мембраны эритроцитов 
крыс получали по следующей методике. Самцы 
крыс линии Wistar подвергались декапитации 
под лёгким нембуталовым наркозом. Крысы име-
ли возраст 3  месяца, вес  – 250–300  г. Полученную 
свежесобранную кровь разбавляли вдвое изото-
ническим фосфатным буфером (рН  7,4), содержа-
щим 44 мМ КН2РО4 и 136 мМ Na2НРО4. После этого 
проводили осаждение красных клеток с помощью 
центрифугирования в течение 10  мин при 4  °С и 
330  g (rср  6  см). Надосадочную жидкость сливали, 
и процедуру промывки повторяли ещё 2  раза. 
Мембраны эритроцитов были получены после 
гемолиза эритроцитов в гипотоническом фосфат-
ном буфере (рН  7,4), содержащем 2,75  мM  KH2РО4 
и 8,5  мM  Na2НРО4. Мембраны осаждали центри-
фугированием в течение 10  мин при 4  °С и 5500  g 
(rср  6  см), надосадочную жидкость сливали. Про-
цедуру повторяли 4  раза. Получение и хранение 
мембран производили  при  4  °C.

Методика исследования препарата мем-
бран. На стекло светового микроскопа «Биомед-6» 
(«Биомед», Россия) для наблюдения в проходящем 
свете методом фазового контраста наносили кап-
лю препарата. После добавления в центр препа-
рата иммерсионного масла при увеличении 1000× 
проводили исследование образца.

Выделение из мембран эритроцитов ли-
пидов. Для анализа спектра испускания соб-
ственной флуоресценции мембран необходи-
мы данные о спектре испускании собственной 
флуоресценции липидов мембран. Для этого из 
мембран эритроцитов крыс выделяли липиды 
по следующей методике. Готовили смесь хлоро-
форма и взвеси мембран в объёмном соотноше-

нии  10/1. После встряхивания содержимого про-
бирки удаляли белковый осадок фильтрацией. 
Чтобы удалить остатки белков из надосадочной 
жидкости, добавляли дистиллированную воду в 
соотношении  1/10. После встряхивания в тече-
ние 5  мин смесь центрифугировали в течение 
10  мин при 4  °С и 870  g (rср  6  см). В  результате 
центрифугирования происходит разделение на 
две фазы: верхнюю (водную), содержащую белок, 
и нижнюю (органическую), содержащую липид-
ную фракцию. Верхнюю фазу вместе с остальным 
белковым осадком удаляли пипеткой; процедуру 
удаления белков повторяли 2  раза. Полученный 
осадок представлял собой мембранные липиды. 
Взвесь липидов из шприца впрыскивали в фос-
фатный гипотонический буфер, в котором они 
образовывали липосомы. К  этой взвеси липосом 
добавляли гормоны в необходимой концентрации 
и проводили измерения спектров испускания и 
возбуждения собственной флуоресценции гормо-
нов и липидов.

Методика измерения собственной флуорес-
ценции мембранных белков. В  представленной 
работе измеряли зависимости интенсивности соб-
ственной флуоресценции мембранных белков  (F) 
на длине волны 332  нм при длине волны воз-
буждения 281  нм от удельной концентрации гор-
монов во взвеси мембран эритроцитов. Удельная 
концентрация гормона во взвеси мембран эритро-
цитов вычисляется по формуле:

c  =  Ch /Cpep,	 (1)

где Сh  – молярная концентрация гормона во взве-
си, Cрep  – массовая концентрация мембранных 
белков во взвеси  [15].

Массовую концентрацию мембранных бел-
ков  (Срep) определяли методом Варбурга и Кри-
стиана по изменению оптической плотности 
взвеси  [16]. В  разных пробах она менялась от 
0,050 мг/мл до  0,250 мг/мл. В  представленной ра-
боте в экспериментальных результатах грубые 
ошибки отсутствуют, систематические ошибки 
исключены, а неисключённая систематическая 
погрешность  (НСП) оценки любой измеряемой 
величины ничтожно мала по сравнению с дове-
рительными границами случайной погрешности 
оценки измеряемой величины. Делалось три из-
мерения массовой концентрации белка (Cpep) в од-
ной и той же взвеси. По распределению Стьюден-
та вычисляли оценку и доверительные границы 
погрешности оценки Cpep. Доверительные границы 
погрешности оценки Cpep в относительной форме 
равны ± 2% при доверительной вероятности 0,95.

В работе использовались гормоны производ-
ства фирмы «Sigma-Aldrich», США. Гормоны, кроме 
адреналина, предварительно растворяли в смеси 
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диметилсульфоксид–этанол (1/1 по объёму). Кон-
центрация каждого гормона в исходном маточ-
ном растворе составляла 1  мМ. При необходи-
мости данный раствор разбавлялся фосфатным 
гипотоничным буфером до нужной концентра-
ции. Раствор адреналина с концентрацией 1 мкМ 
предварительно готовили в гипотоническом фос-
фатном буфере. Далее, этот маточный раствор 
добавлялся в образец для получения нужной 
концентрации гормона  (с) в образце. Доверитель-
ные границы погрешности оценки молярной кон-
центрации гормонов  (Сh) в относительной форме 
равны ±  2% при доверительной вероятности  0,95. 
В  представленной работе используется формула  
для вычисления доверительной границы погреш-
ности оценки измеряемой величины  А при кос-
венных измерениях  (2), согласно рекомендациям 
Государственной системы обеспечения единства 
измерений  [17]:

( )
0,52

2

1

1 100%
m

f i
i i

fE a
A a=

  ∂ = ⋅∆ ⋅  ∂  
∑  ,

	
(2)

где Ã = f (ã1,…,ãm) – результат измерения Ã в точке 
(ã1,…,ãm); f (a1,…,am) – нелинейная функциональная 
зависимость измеряемой величины А от измеряе-
мых аргументов ai; ∂f /∂ai – первая производная от 
функции f по аргументу  ai, вычисленная в точке 
(ã1,…,ãm); Δ(ãi) – доверительная граница погрешно-
сти оценки аргумента  ai.

Используя формулы (1) и  (2), можно вычис-
лить доверительные границы погрешности 
оценки измерения удельной концентрации гор-
монов  (с) в относительной форме, которые рав-
ны  ±  3%.

Если мембранные белки взаимодействуют с 
гормонами, происходит изменение их конформа-
ции. Меняется микроокружение около радикалов 
мембранных белков, меняются спектры возбужде-
ния и испускания собственной флуоресценции 
мембранных белков. Измерения этих спектров 
проводили на спектрофлуориметре SHIMADZU 
RF-5301(PC)SCE («SHIMADZU», Япония). В  кварце-
вую кювету размером 1  ×  1  ×  4  см вносили 3  мл 
гипотонического фосфатного буфера, содержа-
щего 2,75  мM  KH2РО4 и 8,5  мM  Na2НРО4 (рН  7,4), 
мембраны эритроцитов и необходимое количе-
ство гормонов. Кювету с образцом помещали в 
термостат спектрофлуориметра на 10  мин. Выход 
температуры в кювете на стационарный режим 
контролировался электронным термометром.  
Во  всех экспериментах температура в кювете 
была (36,0  ±  0,1)  °С. После выхода температуры в 
кювете на стационарный режим снимался спектр 
испускания в диапазоне 300  нм  ≤  λ  ≤  400  нм при 
длине волны возбуждения 281  нм. При этом мак-
симум интенсивности испускания приходился на 

длину волны 332  нм. Среднее значение максиму-
ма интенсивности собственной флуоресценции 
мембран получали графически после непрерыв-
ного измерения в течение 4  мин; спектральная 
ширина щелей  – 1,5/10. Далее, из максимума 
интенсивности флуоресценции мембран с гормо-
нами вычитали интенсивность флуоресценции 
липидов с гормонами на длине волны 332  нм 
(при длине волны возбуждения 281  нм) и полу-
чали интенсивность собственной флуоресценции 
мембранных белков  F, инкубированных с гормо-
нами. Измерения интенсивностей собственной 
флуоресценции  F при каждом значении концен-
трации гормона (с) во взвеси проводили три раза. 
Используя распределение Стьюдента, вычисляли 
оценку F при каждом значении концентрации гор-
мона  (с) во взвеси и доверительные границы по-
грешности  F с доверительной вероятностью  0,95. 
Доверительные границы погрешности оценки F в 
относительной форме оказались равны  ±  3%.

Строили зависимость величины тушения соб-
ственной флуоресценции мембранных белков, 
определяемой по формуле  (3), от удельной кон-
центрации гормонов  (с):

ΔF = 
Fmax − F

Fmax
 ,	 (3)

где Fmax  – интенсивность собственной флуорес-
ценции мембранных белков, когда во взвеси нет 
гормонов; ΔF – величина тушения флуоресценции 
мембранного белка, выраженная в долях от  Fmax. 
Чем выше  ΔF, тем больше тушение флуоресцен-
ции мембранного белка.

При взаимодействии адреналина с мембра-
нами измеряли интенсивность возбуждения соб-
ственной флуоресценции мембран при λ  =  228  нм 
и длине волны испускания 332 нм. Далее, из этой 
интенсивности возбуждения флуоресценции мем-
бран вычитали интенсивность возбуждения флуо-
ресценции липидов с адреналином при λ = 228 нм 
(длина волны испускания  – 332  нм) и получали 
интенсивность возбуждения флуоресценции мем-
бранных белков  (Df), инкубированных с адрена-
лином. Измерения интенсивностей возбуждения 
собственной флуоресценции мембранных бел-
ков  (Df) при каждом значении концентрации гор-
мона (с) во взвеси проводили три раза. Используя 
распределение Стьюдента, вычисляли оценку  Df 
при каждом значении концентрации гормона  (с) 
во взвеси и доверительные границы погрешно-
сти  Df с доверительной вероятностью  0,95. Дове-
рительные границы погрешности оценки  Df в 
относительной форме оказались равны  ±  3%.

По формуле  (3) находили величину тушения 
возбуждения флуоресценции мембранных бел-
ков  (ΔDf), заменяя в ней Fmax на Dfmax и F на Df, где 
Dfmax  – интенсивность возбуждения флуоресцен-
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ции мембранных белков, когда во взвеси нет гор-
монов. Строили зависимость величины тушения 
возбуждения флуоресценции мембранных белков 
от удельной концентрации гормонов  (с). По  рас-
пределению Стьюдента, используя формулы (2) 
и  (3), вычисляли оценки и доверительные гра-
ницы погрешности оценки  (ΔF) и  (ΔDf), которые 
равны ±  4% при доверительной вероятности  0,95.

По трём независимым измерениям, исполь-
зуя графики зависимости ΔF(с) и (ΔDf), графиче-
ски определяли оценку максимального тушения 
собственной флуоресценции мембранных бел-
ков  ΔFmax, определяли сF  – удельную концентра-
цию гормонов, при которой наступает максимум 
тушения флуоресценции; оценку максимального 
тушения возбуждения собственной флуоресцен-
ции мембранных белков ΔDfmax, определяли cD  – 
удельную концентрацию гормонов, при которой 
наступает максимум тушения возбуждения флуо-
ресценции мембранных белков. Используя рас-
пределение Стьюдента, получали доверительные 
границы погрешности измерения этих величин 
при доверительной вероятности  0,95. Довери-
тельные границы погрешности измерения ΔDfmax 
и ΔFmax в относительной форме равны  ±  5%. Дове-
рительные границы погрешности оценки сF и  cD  
в относительной форме равны  ±  6%. Случайные 
погрешности возникали из-за того, что сF и  cD 
определялись из пересечения двух прямых на 
графиках ΔF(с) и ΔD(с), аппроксимирующих экс-
периментальные результаты. Поскольку экспе-
риментальные результаты определены с неко-
торой погрешностью, то и угол наклона этих 
прямых тоже определён с некоторой погрешно-
стью, и, следовательно, значения сF и  cD также 
определяются с некоторой погрешностью. Оцен-
ку различий между выборками проводили с ис-
пользованием непараметрического U-критерия 
Манна–Уитни. Различия считали статистически 
значимыми  при  р  <  0,05.

Методика измерения относительной мик-
ровязкости мембран эритроцитов флуоресцент-
ным методом с помощью зонда пирен. Измере- 
ния микровязкости мембран эритроцитов прово-
дили по методике, изложенной в работе Dembo 
et  al.  [18], на спектрофлуориметре SHIMADZU 
RF-5301(PC)SCE. Опытный образец в виде взвеси 
готовили следующим образом. В кварцевую кюве-
ту размером 1  ×  1  ×  4  см вносили 3  мл гипотони-
ческого фосфатного буфера (рН  7,4), содержащего 
2,75  мM  KH2РО4 и 8,5  мM  Na2НРО4, взвесь мембран 
эритроцитов, необходимое количество гормонов, 
флуоресцентный зонд пирен. Предварительно 
пирен разводили в этаноле: его исходная концен-
трация составляла 1,5  мМ, а концентрация в кю-
вете составляла 7,76 мкМ. Все компоненты взвеси 
до  использования хранились  при  4  °С.

Кювету с образцом помещали в термостат 
спектрофлуориметра на 10 мин, после этого прово-
дили измерения его спектра испускания собствен-
ной флуоресценции при температуре 36  °С. Перед 
тем как поставить кювету с образцом в термостат 
спектрофлуориметра, её энергично встряхивали 
в течение 1  мин. Для измерения флуоресценции 
мембран, инкубированных с другим количеством 
гормонов, каждый раз готовили новую пробу.  
Это связано с тем, что пирен способствует бы-
строй деградации мембран эритроцитов.

Строго говоря, микровязкость определяется 
через коэффициент диффузии в данном случае 
флуоресцентного зонда пирен в биологической 
мембране. Скорость поступательной диффузии 
зонда определяется микроструктурой его непо-
средственного окружения, поэтому и пользуют-
ся термином «микровязкость». Практически под 
этим понимается некоторый эквивалент: он соот-
ветствует вязкости однородной среды, в которой 
зонд двигался бы с той же скоростью, с которой 
он движется в реальной мембране  [15]. Другими 
словами, микровязкость показывает, с каким со-
противлением встречается зонд при движении 
внутри мембраны. Отсюда понятно, что в зависи-
мости от метода измерения подвижности, харак-
тера зонда и глубины его локализации в мембра-
не значения микровязкости могут варьироваться. 
Тем не менее данный параметр является важней-
шим для идентификации структурных изменений 
в биомембране  [15].

Перед измерением спектра испускания флуо-
ресценции пирена в мембранах с добавленными 
к взвеси мембран гормонами получали спектр ис-
пускания флуоресценции мембран с добавленны-
ми к взвеси мембран гормонами, но без добавле-
ния пирена (длина волны возбуждения – 281  нм); 
спектральная ширина щелей – 1,5/5. В результате 
получали значения I393(c), I468(c)  – интенсивности 
флуоресценции мембран, инкубированных с гор-
монами с удельной концентрацией  с во взвеси, 
при длине волны излучения 393 и 468  нм соответ-
ственно. I393(0), I468(0) – интенсивности флуоресцен-
ции мембран, когда во взвеси мембран нет гор-
монов и пирена, при длине волны излучения 393 
и 468  нм соответственно. Для исключения систе-
матической погрешности интенсивности флуо-
ресценции I393, I468 вычитали из интенсивностей 
флуоресценции образцов F393, F468 для повышения 
точности измерения относительной микровяз-
кости мембран  (L). При длине волны возбужде-
ния, равной 337  нм, и спектральной ширине 
щелей 1,5/3 интенсивности флуоресценции мем-
бран и гормонов на длинах волн испускания  393  
и 468  нм были близки к нулю, ими можно было 
пренебречь при расчётах микровязкости мем-
бран.
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Далее, готовили образцы с пиреном и прово-
дили измерения спектров испускания мембран с 
добавлением гормонов и пирена. По  результатам 
измерения строили зависимости относительной 
микровязкости  (L) липидного бислоя по формуле, 
приведённой в монографии Добрецова  [15], от 
удельной концентрации  c гормонов во взвеси:

L  =  η(c)/η(0),	 (4)

где η(c), η(0) – микровязкости мембран при добав-
лении во взвесь гормонов с удельной концентра-
цией  c и без добавления гормона соответственно.

Для области липид-липидного взаимодей-
ствия относительную микровязкость липидного 
бислоя  L вычисляли по формуле, приведённой в 
монографии Добрецова  [15]:

L  =  η(c)/η(0)  =  (F393(c) ·F468(0))/(F468(c) ·F393(0)),	 (5)

где F468(c), F468(0)  – интенсивности флуоресцен-
ции образца при λ  =  468  нм при удельной кон-
центрации гормона  (с) во взвеси и при отсут-
ствии гормона во взвеси соответственно; F393(c), 
F393(0)  – интенсивности флуоресценции образца 
при λ  =  393  нм при удельной концентрации гор-
мона  (с) во взвеси и при отсутствии гормона во 
взвеси соответственно. Длина волны возбужде-
ния – 337 нм; спектральная ширина щелей – 1,5/3.

Относительную микровязкость  L для области 
белок-липидного взаимодействия вычисляли по 
формуле:

L  =  η(c)/η(0)  = 
=  (F393(c)  −  I393(c)) · (F468(0)  −  I468(0)) /
/[(F468(c) − I468(c)) · (F393(0) – I393(0))],	 (6),

где I393, I468  – интенсивности флуоресценции мем-
бран с гормоном без пирена при λ  =  393  нм и 
λ  =  468  нм соответственно. Длина волны возбужде-
ния – 281  нм; спектральная ширина щелей – 1,5/5.

Измерения микровязкости липидного бислоя 
при каждом значении концентрации гормона во 
взвеси проводили три раза; используя распре-
деление Стьюдента, вычисляли оценку и дове-
рительные границы погрешности оценки отно-
сительной микровязкости липидного бислоя (L) 
при каждом значении концентрации гормона 
во взвеси с доверительной вероятностью  0,95. 
Используя формулы  (5),  (6), формулу вычисле-
ния погрешности при косвенных измерениях  (2), 
получили доверительные границы погрешности 
оценки относительной микровязкости L мембран 
в относительной форме, которые равны  ±  6%, с 
доверительной вероятностью  0,95. Доверитель-
ные границы погрешности оценки сmах в относи-
тельной форме равны  ±  10%. Они складывались 

из погрешностей определения концентраций гор-
монов во взвеси и случайных погрешностей при 
определении сmах, аналогично погрешности опре-
деления сF. Доверительные границы погрешности 
оценки Lmах равны  ±  6%. Оценку различий между 
выборками проводили с использованием непара-
метрического U-критерия Манна–Уитни. Различия 
считали статистически значимыми  при  р  <  0,05.

Методика измерения поглощения мембра-
нами электромагнитного излучения с помо-
щью ИК-спектроскопии. Для снятия ИК-спектров 
сначала по описанной выше методике получали 
взвесь мембран эритроцитов крыс. Далее, в кю-
вету с флюоритовой подложкой вносили 60  мкл 
этой взвеси мембран в 1  мМ  К,Na-фосфатном бу
фере (рН  7,35). После этого к данному объёму 
добавляли ещё 30  мкл того же буфера и 1  мкл 
маточного раствора гормона. Концентрация гор-
мона в маточном растворе  – 1  мМ. Полученную 
взвесь перемешивали и инкубировали в течение 
10  мин при температуре 16  °С. Для уменьшения 
поглощения ИК-излучения ОН-группами воды 
взвесь подсушивали. Кювету располагали строго 
горизонтально на специальном столике вакуум-
ной установки. Плёнку мембран эритроцитов для 
снятия их ИК-спектров готовили в кювете путём 
медленного испарения воды из взвеси мембран 
в течение 180  мин в слабом вакууме при давле-
нии порядка 0,1  атмосферы (~0,5·104  Па) и темпе-
ратуре 4  °С. Не все молекулы воды удаляются при 
этом из плёнки. В  ней остаются молекулы воды, 
связанные с мембранными липидами и белками, 
так что плёнка не получается абсолютно сухой. 
В  результате мембраны в плёнке сохраняют свои 
структуры, которые они имели во взвеси.

После приготовления плёнки кювету ставили 
в оптическую камеру ИК-спектрометра, продува-
ли камеру с кюветой сухим воздухом при ком-
натной температуре в течение 30  мин, а затем 
включали сканирование прибора. ИК-спектры 
поглощения (А) теней эритроцитов крыс снимали 
на двухлучевом спектрометре Specord-M80 («Carl 
Zeiss», Германия). Во  всех экспериментах, наряду 
с получением спектров опытного образца (плён-
ка из мембран и гормонов), выполняли и спек-
троскопирование контрольного образца (плёнка 
из одних только мембран без гормонов) отно-
сительно флюоритовой подложки. Проводилось 
три независимых измерения ИК-спектра одного  
и того же образца.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование препарата мембран. Прежде 
чем проводить измерения, необходимо проде-
монстрировать, что именно представляет собой 
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Рис. 1. Зависимость величины тушения собственной флуоресценции мембранных белков эритроцитов ∆F 
от удельной концентрации c во взвеси кортизола  (а) и дегидроэпиандростерона  (б). ДЭА – дегидроэпиандро-
стерон

препарат мембран, выделенных согласно данной 
методике. Необходимо выяснить, что это: вези-
кулы или липосомы, где встроенные в мембраны 
белки остались после выделения примерно в 
том же состоянии, что и в составе плазмалеммы 
эритроцитов? Или это обрывки мембран? Или это 
смесь липидных капель и белков в растворе? Для 
этого взвесь мембран эритроцитов, полученную 
по описанной выше методике, разводили в 10 раз, 
и каплю полученной взвеси наносили на пред-
метное стекло светового микроскопа «Биомед-6» 
для наблюдения в проходящем свете методом 
фазового контраста. После добавления в центр 
препарата иммерсионного масла при увеличении 
1000× на предметном стекле были видны овалы 
правильной формы размером 6–7  мкм, что соот-
ветствует размерам эритроцитов крыс. Таким об-
разом, полученный препарат представляет собой 
взвесь крысиных эритроцитов, из которых удалён 
гемоглобин. При этом у большинства эритроцитов 
сохранились и внутренние цитоскелеты, и при-
креплённые к ним плазматические мембраны.

Исследование зависимости интенсивно-
сти собственной флуоресценции мембранных 
белков от удельной концентрации гормонов 
во взвеси. Ранее группой под руководством 
Ю.А.  Владимирова было установлено, что белки 
плазматических мембран имеют собственную 
флуоресценцию  [15,  19]. Однако, кроме белков, 
плазматические мембраны имеют в своём соста-
ве и липиды. Поэтому сначала были проведены 
измерения интенсивности собственной флуорес-
ценции мембранных липидов и гормонов. Взвесь 
липидов, выделенных из мембран по описанной 
выше методике, из шприца впрыскивали в фос-
фатный гипотонический буфер, в котором они 
образовывали липосомы. Концентрация липидов 
соответствовала их концентрации при измерении 

спектра испускания собственной флуоресценции 
мембранных белков. К  этой взвеси липосом до-
бавляли по отдельности гормоны дегидроэпи-
андростерон, кортизол, андростерон, тестостерон 
в таких же концентрациях, как при измерении 
спектра испускания собственной флуоресценции 
мембран, инкубированных с этими гормонами. 
Проводили измерения спектров испускания соб-
ственной флуоресценции взвеси липидов с гор-
монами при тех же параметрах, что и измерения 
спектров испускания собственной флуоресцен-
ции мембран. Величины собственной флуорес-
ценции взвесей липидов с гормонами в диапа-
зоне 300  нм  ≤  λ  ≤  400  нм были постоянными для 
каждого гормона, не зависели от его концентра-
ции, были незначительными и не превышали 
4%  от  величины собственной флуоресценции 
мембран. При дальнейших расчётах величины 
собственной флуоресценции мембранных белков 
эти постоянные величины вычитались из вели-
чины собственной флуоресценции мембран.

На рис.  1,  а дана зависимость величины ту-
шения собственной флуоресценции мембранных 
белков эритроцитов (ΔF) на длине волны 332  нм 
(длина волны возбуждения – 281  нм) от удель-
ной концентрации (c) добавленного в кювету гор-
мона кортизол. Максимум тушения собственной 
флуоресценции  ∆Fmax  =  (0,110  ±  0,006) отмечался 
при концентрации гормона в среде инкубации 
сF  =  (4,60  ±  0,28)·10−10  моль/мг  белка  (рис.  1,  а).

На рис.  1,  б дана зависимость величины ту-
шения собственной флуоресценции мембранных 
белков эритроцитов (ΔF) на длине волны 332  нм 
(длина волны возбуждения  – 281  нм) от удель-
ной концентрации  ДЭА. Максимум тушения соб-
ственной флуоресценции  ∆Fmax  =  (0,103  ±  0,005) 
отмечался при концентрации ДЭА в среде инкуба-
ции сF  =  (1,80  ±  0,11)·10−8  моль/мг  белка  (рис.  1,  б). 
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Таблица  1. Результаты измерения флуоресценции 
мембран эритроцитов при их инкубации с  различ-
ными гормонами

Гормон ∆Fmax сF, моль/мг белка

ДЭА 0,103  ±  0,005 (1,80  ±  0,11)·10−8

Тестостерон 0,180  ±  0,009 (1,10  ±  0,10)·10−9

Кортизол 0,110  ±  0,006 (4,60  ±  0,28)·10−10

Адреналин 0,150  ±  0,008* (2,00  ±  0,12)·10−10

Андростерон 0,060  ±  0,003 (1,000  ±  0,060)·10−10

Примечание. Используемые сокращения: ∆Fmax – вели-
чины максимума тушения собственной флуоресцен-
ции мембранных белков; сF  – удельные концентра-
ции гормонов, при которых наступают максимумы 
тушения; * – измеряли максимум тушения интенсив-
ности возбуждения флуоресценции (ΔDfmax) мембран-
ных белков.

На  рис.  1 видно, что при добавлении кортизола 
и ДЭА к взвеси мембран эритроцитов тушение 
собственной флуоресценции мембранных белков 
ΔF увеличивалось почти линейно, при концентра-
ции гормона сF – достигало своего максимума, при 
дальнейшем увеличении концентрации гормона 
во взвеси ΔF изменялось слабо  (рис.  1,  а  и  б).

Подобные результаты дали измерения ве-
личины тушения собственной флуоресценции 
ΔF  мембранных белков при инкубации мембран 
с тестостероном и андростероном  (табл.  1). При 
инкубации мембран с адреналином измерялась 
зависимость величины тушения возбуждения 
флуоресценции  ΔDf мембранных белков при  
λ  =  228  нм (длина волны излучения  – 332  нм) от 
концентрации адреналина. При добавлении адре-
налина к взвеси мембран эритроцитов ΔDf увели-
чивалась почти линейно вплоть до концентрации 
адреналина сD  =  (2,00  ±  0,12)·10−10 моль/мг белка. 
Значение максимума тушения интенсивности воз-
буждения флуоресценции  ∆Dfmax  =  (0,150  ±  0,008). 
При дальнейшем увеличении концентрации ад-
реналина величина ΔDf менялась слабо. Резуль-
таты измерений представлены в  табл.  1.

Значения ∆Fmax мембранных белков стати-
стически значимо отличаются от ∆F  этих белков, 
когда во взвеси мембран нет гормонов. Величина 
максимума снижения относительной интенсив-
ности собственной флуоресценции мембранных 
белков  (∆Fmax) и концентрация гормона  (сF), при 
которых наступает максимум тушения, разные 
для разных гормонов (табл. 1). Когда мембранные 
белки взаимодействуют с гормонами, происходит 
изменение их конформации. Меняется микро-
окружение около радикалов мембранных белков, 
уменьшаются интенсивности испускания и воз-
буждения флуоресценции. При концентрации 

гормонов во взвеси большей, чем  сF или сD, когда 
испускание или возбуждение флуоресценции по-
чти перестаёт меняться, конформация мембран-
ных белков и микроокружение вокруг них также 
перестаёт изменяться  (рис.  1;  табл.  1).

Результаты измерения микровязкости мем-
бран. Одной из характеристик мембран, которая 
меняется при изменении её структуры, явля-
ется микровязкость её липидного бислоя  [15]. 
На  рис.  2,  а  и  б приведены зависимости относи-
тельной микровязкости  (L) мембран эритроцитов 
от удельной концентрации кортизола и ДЭА соот-
ветственно. При взаимодействии мембран с кор-
тизолом статистически значимое увеличение мик-
ровязкости липидного бислоя в белок-липидной 
области взаимодействия достигало  1,250  ±  0,075 
по отношению к контрольным образцам, когда во 
взвесь мембран не добавлялся гормон  (рис.  2,  а; 
кривая 2). Она нарастала вплоть до концентрации 
гормона cmax  =  (4,60  ±  0,46)·10−10  моль/мг  (рис.  2,  а; 
кривая  2). Затем кривая микровязкости выхо-
дила на плато. Для области липид-липидных 
взаимодействий кривая микровязкости вела себя 
подобным образом, но увеличение было всего 
до  1,050  ±  0,063,  значения микровязкости в этой 
области статистически значимо не отличались 
от таких же значений в контрольных образцах 
(рис.  2,  а; кривая  1). Повышение микровязкости 
в липид-липидной области взаимодействий на-
чиналось при большей концентрации кортизола 
(2,50  ±  0,25)·10−10  моль/мг  белка и достигало мень-
шей величины, чем в области белок-липидных 
взаимодействий  (рис.  2,  а; кривые  1  и  2).

Измерения микровязкости липидного бислоя 
в белок-липидной области взаимодействия, при-
ведённые на рис.  2, являются ещё одним подтвер-
ждением, что в представленных экспериментах 
пирен внедрялся в мембраны, которые содер-
жали мембранные белки. При длине волны воз-
буждения, равной 281  нм, в липидных бислоях, 
не содержащих белков, флуоресценция пирена не 
наблюдается  [15]. В  мембранах белки при длине 
волны возбуждения 281  нм флуоресцируют на 
длине волны 332  нм, что близко к длине волны 
максимума возбуждения флуоресценции пире-
на  (336  нм). В  представленных экспериментах 
молекулы пирена флуоресцировали при длине 
волны возбуждения 281  нм, что говорит о нали-
чии мембранных белков в выделенных мембра-
нах  (рис.  2).

При сравнении рис. 1,  а и 2,  а видно, что диа-
пазон концентрации кортизола во взвеси, при 
которой происходит изменение конформации 
мембранных белков, и диапазон концентрации 
кортизола, при которой микровязкость увеличи-
вается и выходит на постоянное значение, совпа-
дают. Это значит, что именно мембранные белки 
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Рис. 2. Зависимость относительной микровязкости мембран  (L) от удельной концентрации кортизола  (а) и 
дегидроэпиандростерона  (б). Кривая  1  – изменение относительной микровязкости в области липид-липид-
ного взаимодействия; кривая 2 – изменение относительной микровязкости в области белок-липидного взаи-
модействия. ДЭА  – дегидроэпиандростерон

являются инициаторами структурного перехода в 
мембранах при их взаимодействии с кортизолом. 
При этом микровязкость липидного бислоя в об-
ласти липид-липидного взаимодействия увеличи-
лась на меньшую величину  (рис.  2,  а; кривая  1), 
чем около мембранных белков, поменявших свою 
конформацию в результате взаимодействия с 
кортизолом  (рис.  2,  а; кривая  2). Это значит, что 
липиды стали сильнее притягиваться к этим 
белкам, их поверхностная плотность (число ли-
пидов на единицу площади мембраны) увеличи-
лась. Как следствие, около этих белков меняется 
структура липидного бислоя, липиды из жидко-
неупорядоченного состояния переходят в жидко-
упорядоченное (Ld  →  Lo). Образуются белок-липид-
ные домены. Такое изменение структуры ведёт к 
большему увеличению микровязкости липидного 
бислоя в белок-липидных доменах. Между доме-
нами липидный бислой остаётся в жидко-неупо-
рядоченном состоянии  (Ld), его микровязкость и 
поверхностная плотность меньше, чем в доменах.

Взаимодействие мембран с ДЭА происходит 
качественно иначе. Под влиянием этого гормона 
микровязкость липидного бислоя мембран увели-
чивалась всего лишь до  1,060  ±  0,064 по сравне-
нию с контрольными образцами, к которым не 
добавляли гормон  (рис.  2,  б). Концентрация, при 
которой достигался максимум микровязкости, 
была равна cmax  =  (1,70  ±  0,17)·10−8  моль/мг  бел-
ка  (рис.  2,  б). Кривые  1 и  2 на  рис.  2,  б очень 
близки, это говорит о том, что увеличение мик-
ровязкости липидного бислоя происходит на одну 
и ту же величину в белок-липидной и липид-ли-
пидной областях взаимодействия. Следовательно, 
в отличие от взаимодействия кортизола с мем-
бранами, взаимодействие ДЭА с мембранами не 
ведёт к образованию белок-липидных доменов с 
разными поверхностными плотностями липидов 
в доменах и между доменами.

При взаимодействии мембран с андростеро-
ном, тестостероном и адреналином структура мем-
бран меняется подобно взаимодействию мембран 
с кортизолом. В  табл.  2 представлены результаты 
измерения микровязкости мембран эритроцитов 
при их инкубации с различными гормонами.

При взаимодействии мембран с андростероном 
их микровязкость в белок-липидной области взаи-
модействия увеличивалась до Lmах  =  1,500  ±  0,090 
по  отношению к исходному состоянию  (р  <  0,05; 
табл.  2). Она увеличивалась вплоть до концен-
трации cmax  =  (2,50  ±  0,25)·10−10  моль/мг белка, после  
чего не менялась. В  липид-липидной области 
взаимодействия микровязкость увеличилась до 
Lmах  =  1,250  ±  0,075 по  отношению к исходному со-
стоянию (р  <  0,05). Увеличение происходило вплоть  
до концентрации cmax  =  (3,00  ±  0,30)·10−10  моль/мг  
белка (табл.  2). Изменение конформации мем-
бранных белков происходило вплоть до кон-
центрации андростерона (сF) во взвеси (1,000  ± 
±  0,060)·10−10 моль/мг белка (табл.  1), которая мень-
ше концентрации сmах андростерона во взвеси, при 
которой относительная микровязкость мембраны 
достигала максимального значения  (табл.  2).  
Это значит, что при взаимодействии андростеро-
на с мембранами в них образуются белок-липид-
ные домены, и именно мембранные белки явля-
ются инициаторами этого структурного перехода.

При добавлении тестостерона микровязкость 
мембран в области белок-липидных взаимодей-
ствий увеличивалась почти до Lmах  =  (1,200  ±  0,072) 
(табл.  2). Увеличение микровязкости происходило 
до концентрации тестостерона во взвеси с мембра-
нами, равной сmах = (1,10 ± 0,11)·10−9 моль/мг белка. 
В  липид-липидной области взаимодействия мик-
ровязкость увеличивалась вплоть до концентра-
ции сmах  =  (2,00  ±  0,20)·10−9  моль/мг  белка и увели-
чилась до Lmах  =  (1,150  ±  0,069) по  отношению к 
исходному состоянию  (табл.  2). Отсюда следует,  
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Таблица 2. Результаты измерения микровязкости мембран эритроцитов при их инкубации с различными 
гормонами

Гормон
Липид-липидная область взаимодействия Белок-липидная область взаимодействия

Lmах cmax, моль/мг белка Lmах cmax, моль/мг белка

ДЭА 1,060  ±  0,064 (1,70  ±  0,17)·10−8 1,060  ±  0,064 (1,70  ±  0,17)·10−8

Тестостерон 1,150  ±  0,069 (2,00  ±  0,20)·10−9 1,200  ±  0,072* (1,10  ±  0,11)·10−9

Кортизол 1,050  ±  0,063 (4,60  ±  0,46)·10−10 1,250  ±  0,075* (4,60  ±  0,46)·10−10

Адреналин 1,200  ±  0,072* (2,00  ±  0,20)·10−10 1,400  ±  0,084* (2,00  ±  0,20)·10−10

Андростерон 1,250  ±  0,075* (3,00  ±  0,30)·10−10 1,500  ±  0,090* (2,50  ±  0,25)·10−10

Примечание. Используемые сокращения: Lmах – максимальное увеличение микровязкости липидного бислоя 
при добавлении гормонов; сmах – удельная концентрация гормонов во взвеси эритроцитов, при которой мик-
ровязкость мембран достигает максимального значения; ДЭА  – дегидроэпиандростерон. Значения Lmах и сmах 
даны для липид-липидных и белок-липидных областей взаимодействия. *  р  <  0,05  – статистически значи-
мые различия по сравнению с соответствующим контролем, когда во взвесь мембран не добавлялся гормон.

что, как и в случае с кортизолом и андростеро- 
ном, при взаимодействии тестостерона с мем-
бранами в них образуются белок-липидные 
домены. Сравнивая данные табл.  1  и  2, видно, 
что диапазон концентраций тестостерона, при 
которых происходили изменения конформации 
мембранных белков  (сf) и увеличение микровяз-
кости липидного бислоя в области белок-липид-
ного взаимодействия сmах, совпадают. Таким обра-
зом, мембранные белки являются инициаторами 
образования в мембране белок-липидных доме-
нов при взаимодействии мембран с тестосте- 
роном.

При взаимодействии мембран с адреналином 
в области белок-липидных взаимодействий про-
исходило увеличение относительной микровяз-
кости мембран  (L) до  Lmах  =  1,400  ±  0,084  (р  <  0,05;  
табл.  2). Она увеличивалась до концентрации адре-
налина сmах  =  (2,00  ±  0,20)·10−10  моль/мг белка, далее 
кривая микровязкости выходит на плато  (табл.  2). 
В  липид-липидной области взаимодействия мик-
ровязкость тоже увеличивалась вплоть до кон-
центрации сmах  =  (2,00  ±  0,20)·10−10  моль/мг белка, 
но увеличивалась только до Lmах  =  1,200  ±  0,072 
по  отношению к исходному состоянию (р  <  0,05; 
табл.  2), что говорит об образовании в мембра-
не белок-липидных доменов. Сравнивая данные 
табл.  1  и  2, видно, что диапазон концентраций 
адреналина, при которых происходили изме-
нения конформации мембранных белков (сD) и 
увеличение микровязкости липидного бислоя в 
области белок-липидного взаимодействия (сmах), 
совпадают. Таким образом, мембранные белки 
являются инициаторами образования в мембра-
не белок-липидных доменов при взаимодействии 
мембран с адреналином.

На основании полученных результатов мож-
но сделать вывод, что при взаимодействии кор-
тизола, андростерона, тестостерона и адреналина 
с мембранами структура плазмолемм меняется, 
в них образуется сеть белок-липидных доменов. 
В  отличие от взаимодействия с этими гормона-
ми, взаимодействие ДЭА с мембранами не ведёт 
к образованию белок-липидных доменов, а про-
исходит равномерное увеличение поверхностной 
плотности липидного бислоя по всей мембране. 
Причину разного взаимодействия ДЭА и осталь-
ных гормонов (кортизола, андростерона, тестосте-
рона, адреналина) с мембранами можно устано-
вить с помощью изучения изменения вторичной 
структуры мембранных белков при их взаимодей-
ствии с гормонами методом ИК-спектроскопии. 
Это сделано в следующем подразделе.

Результаты измерения поглощения мембра-
нами инфракрасного излучения. Диагностика 
ИК-спектроскопии основывается на законе Бугера– 
Ламберта–Бера  [20]. Измеряется поглощение об-
разца:

A  =  ℓg(I0/I),	 (7)

где I0  – интенсивность электромагнитного излу-
чения, попадающего в образец, I  – интенсивность 
излучения, пропущенного образцом.

Измерив поглощение  А, можно оценить кон-
центрацию поглощающих центров  (c0), которая 
связана с  А соотношением:

A  =  εc0ℓ0,	 (8)

где ε  – молярный коэффициент поглощения; 
ℓ0  –  толщина образца.
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При добавлении гормонов к мембранам изме-
няются взаимодействия между функциональными 
группами молекул белков и липидов мембраны. 
Между ними образуются новые водородные связи. 
Всё это приводит к сдвигам частот, на которых 
наблюдаются максимумы поглощения электро-
магнитного излучения функциональными груп-
пами, входящими в состав мембранных белков и 
липидов. Изменяется интенсивность этих полос 
поглощения, согласно формуле (8). Выделение по-
лос поглощения, соответствующих разным функ-
циональным группам молекул, проводилось по 
методикам, описанным в работах Yang  et  al.  [20], 
Barth и Zscherp  [21] и Носенко  и  др.  [22].

При проведении трёх независимых измере-
ний ИК-спектра одного и того же образца для 
каждого измерения проводилось вычисление вто-
рой производной ИК-спектра в области амид  I с 
помощью программы OriginPro  2021. Эта вторая 
производная сглаживалась с помощью процедуры 
быстрого преобразования Фурье. Для удобства раз-
ложения вторые производные ИК-спектров умно-
жались на  (−1). После этого сглаженная вторая 
производная ИК-спектра разлагалась на отдель-
ные полосы. Каждая полоса представляет собой 
функцию Гаусса со своим среднеквадратическим 
отклонением и математическим ожиданием, кото-
рые подбирались так, что сумма этих полос была 
равна второй производной ИК-спектра. По  пло-
щадям отдельных полос в разложении второй 
производной спектра поглощения определялись 
доли вторичных структур мембранных белков. 
Используя распределение Стьюдента, определя-
лись оценка и доверительные границы погрешно-
сти оценки долей вторичных структур мембран-

ных белков при доверительной вероятности  0,95. 
Оценку различий между выборками проводили с 
использованием непараметрического U-критерия 
Манна–Уитни. Различия считали статистически 
значимыми  при  р  <  0,05. Методика обработки 
спектров описана в работах Yang  et  al.  [20], Но-
сенко  и  др.  [22].

Спектр поглощения контрольных образцов 
(мембран, не инкубированных с гормонами) при-
ведён на  рис.  3,  а. На  рис.  3,  б приведено разло-
жение второй производной спектра поглощения 
контрольных образцов в области частот амид  I.  
На  рис.  4,  а приведён спектр поглощения мем-
бран, инкубированных с кортизолом, его концен-
трация в плёнке c  =  (2,100  ±  0,063)·10−10  моль/мг  
белка. На  рис.  4,  б приведено разложение второй 
производной спектра поглощения образцов мем-
бран, инкубированных с кортизолом (c  =  (2,100  ±   
±  0,063)·10−10 моль/мг белка), в области частот амид  I.  
На рис.  5,  а приведён спектр поглощения мембран, 
инкубированных с ДЭА, его концентрация в плён-
ке с  =  (5,30  ±  0,16)·10−11  моль/мг белка. На  рис.  5,  б 
приведено разложение второй производной спек-
тра поглощения образцов мембран, инкубирован-
ных с ДЭА (с  =  (5,30  ±  0,16)·10−11  моль/мг  белка), в 
области частот амид I. На этих рисунках цифрами 
указаны номера полос, на которые разложены вто-
рые производные спектров поглощения мембран. 
Указаны названия и доли в процентах вторичных 
структур мембранных белков, соответствующие 
этим полосам.

В табл.  3 приведены характерные частоты 
спектров поглощения мембран эритроцитов крыс 
после их взаимодействия c ДЭА, андростероном, 
тестостероном, кортизолом и адреналином.

Рис.  3. ИК-спектр поглощения контрольных (без гормонов) образцов мембран эритроцитов крыс в диапа-
зоне ν  =  900–1800  см−1  (а); разложение второй производной ИК-спектра поглощения контрольных образ-
цов мембран эритроцитов крыс в области частот амид  I  (б): 1  – β-лист  (30,3%); 2  – 310 α-структура  (18,2%);  
3  – α-структура  (37,1%); 4  – неупорядоченная структура  (14,4%)
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Рис.  4. ИК-спектр поглощения образцов мембран эритроцитов крыс, инкубированных с кортизо-
лом (c  =  (2,100  ±  0,063)·10−10  моль/мг  белка) в диапазоне ν  =  900–1800  см−1  (а); разложение второй произ-
водной ИК-спектра поглощения образцов мембран эритроцитов крыс, инкубированных с кортизолом 
(c  =  (2,100  ±  0,063)·10−10  моль/мг  белка) в области частот амид  I  (б): 1  – β-лист  (5,6%); 2  – β-поворот  (11%);  
3  – 310  α-структура  (31,6%); 4  – α-структура  (24,2%); 5  – межмолекулярные β-листы  (27%)

Рис.  5. ИК-спектр поглощения образцов мембран эритроцитов крыс, инкубированных с  ДЭА (с  = 
=  (5,30  ±  0,16)·10−11  моль/мг  белка) в диапазоне ν  =  900–1800  см−1  (а); разложение второй производной ИК-
спектра поглощения образцов мембран эритроцитов крыс, инкубированных с ДЭА (с  =  (5,30  ±  0,16)·10−11  моль/мг  
белка) в области частот амид  I  (б): 1  – β-лист  (15,6%); 2  – 310  α-структура  (7,6%); 3  – α-структура  (37,1%);  
4  – неупорядоченная структура  (35,5%); 5  – межмолекулярные β-листы  (4,2%). ДЭА  – дегидроэпиандростерон

На рис.  3,  а приведён спектр поглощения 
контрольных образцов мембран (мембран, не 
взаимодействующих с гормонами). Анализ по-
лосы амид  I  (рис.  3,  б) показал, что, наряду с 
неупорядоченной структурой, доля которой в 
мембранных белках составляет  (14,4  ±  1,0)%, 
в белках мембран эритроцитов крыс присут-
ствуют α-спирали, доля которых в мембранных 
белках составляет  (55,3  ±  2,6)%. Имеются также 
β-структуры, доля которых в мембранных бел-
ках составляет  (30,3  ±  1,4)%. В  полосе амид  II, 

создаваемой деформационными колебаниями 
NН-связи, присущей β-структуре, есть максимум 
на 1546,9  см−1  (рис.  3,  а; табл.  3). Мембранные фос-
фолипиды тоже имеют ряд характерных полос 
поглощения, в частности, для валентных колеба-
ний С=О-связи  – 1748  см−1, асимметричных коле-
баний РО2-связи – 1236  см−1, валентных колебаний  
Р–О–С-связи  – 1056  см−1  (рис.  3,  а; табл.  3). Необ-
ходимо отметить, что полоса максимума погло-
щения С=О-связи 1748  см−1 довольно узкая, это 
даёт основание предполагать, что фосфолипиды  
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достаточно упорядочены на уровне сложноэфир-
ных связей высших карбоновых кислот и глице-
рина (рис.  3,  а).

На рис.  4,  а приведён ИК-спектр поглощения 
мембран эритроцитов крыс, проинкубированных 
с кортизолом. Удельная концентрация гормона в 
образце – (2,100  ±  0,063)·10−10  моль/мг белка. Извест-
но, что кортизол является гидрофобным соедине-
нием, он плохо растворим в воде. Однако в его 
структуре присутствуют 3  ОН-группы (в положе-
ниях  11, 17 и  21) и 2  кетогруппы в положениях  3 
и  20  [4], именно они принимают участие в обра-
зовании водородных связей с СО- и NH-группами 
мембранных белков и фосфолипидов. Это видно 
по смещению максимума поглощения валентных 
колебаний пептидной СО-связи 1655,4  →  1656  см−1, 
что свидетельствует о структурных переходах в 
мембранных белках. Появление полосы погло-
щения валентных колебаний СО-связи 1620  см−1 
соответствует появлению межмолекулярных β-ли-
стов  [20]  (рис.  4,  а  и  б). Расщепление полосы де-
формационных колебаний NH-связи 1546,9  →  1550 
и 1540,2  см−1 тоже говорит о появлении новых 
водородных связей между пептидными группа-
ми СО и NH  [21] и появлении новых β-структур 
в мембранных белках (рис.  4,  а  и  б; табл.  3). Под-
тверждается этот вывод расчётом долей вторич-
ных структур мембранных белков при взаимодей-
ствии мембран с гормонами  (табл.  4).

Из  табл.  4 видно, что при взаимодействии 
мембран с кортизолом при его удельной концен-
трации во взвеси (2,100  ±  0,063)·10−10  моль/мг бел- 
ка увеличивается доля β-структур (с  (30,3  ±  1,4) 
до  (44,1  ±  2,1)%), по сравнению с контрольными 
измерениями, и уменьшается доля неупорядочен-
ных структур с  (14,4  ±  1,0)% почти до нуля. Доля 
α-спиралей не меняется. Таким образом, в мембра-
нах происходит переход неупорядоченная структу-
ра  →  β-структура. По  сравнению с контрольными 
образцами произошло увеличение доли межмо-
лекулярных β-листов с  0 до  (27,4  ±  2,0)%  (рис.  3,  б 
и  4,  б). Это указывает на агрегацию мембранных 
белков, которая способствует образованию белок-
липидных доменов.

При взаимодействии кортизола с мембра-
нами увеличивается и упорядоченность липид-
ного бислоя. Об  этом свидетельствует сдвиг 
полосы поглощения С=О-связи сложноэфирной 
группы фосфолипидов 1748  →  1734  см−1 (рис.  4,  а; 
табл.  3). Сдвиг полосы поглощения симметрич-
ных валентных колебаний РО2-связи фосфоли-
пидов 1080  →  1083,7  см−1 и сдвиг полосы асим-
метричных валентных колебаний РО2-связи 
1236  →  1239  см−1  (рис.  4,  а) связан с процессом 
дегидратации фосфолипидов в результате уве-
личения их упорядоченности  [23]. При этом воз-
растает относительная микровязкость мембраны 

в белок-липидной области взаимодействия, по 
сравнению с контролем, до 1,050  ±  0,063; в обла-
сти липид-липидного взаимодействия микровяз-
кость не меняется  (рис.  2,  а). Таким образом, в 
мембране происходит образование белок-липид-
ных доменов, в которых поверхностная плотность 
липидов выше, чем между доменами  (рис.  2,  а), 
за счёт образования белок-белковых сшивок и 
новых белок-липидных связей.

Гормоны андростерон, тестостерон и адре-
налин меняют структуру мембран подобным 
образом  (табл.  3  и  4). Их  взаимодействие вызы-
вает сдвиг полос поглощения в полосе амид  I и 
амид  II  (табл.  3), что свидетельствует об измене-
нии вторичной структуры мембранных белков. 
Фиксируется увеличение интенсивности поло-
сы поглощения валентных колебаний СО-связи 
1620  см−1, что соответствует появлению межмоле-
кулярных β-листов  [22]  (табл.  3). По  сравнению с 
контролем, в мембранных белках увеличивается 
доля β-структур в результате перехода неупоря-
доченная структура  →  β-структура  (табл.  4). Доля 
α-структур статистически достоверно не меняется 
(табл.  4).

При взаимодействии андростерона, тесто-
стерона и адреналина с мембранами увеличива-
ется упорядоченность липидного бислоя за счёт 
усиления белок-липидных и липид-липидных 
взаимодействий  (табл.  3). При этом относитель-
ная микровязкость мембраны в белок-липидной 
области взаимодействия возрастает на бо́льшую 
величину, чем в области липид-липидного взаи-
модействия  (табл.  2), что говорит об образовании 
в мембране белок-липидных доменов. Таким об-
разом, увеличение во вторичной структуре мем-
бранных белков доли β-структур ведёт к образо-
ванию в мембране белок-липидных доменов, в 
которых поверхностная плотность липидов выше, 
чем между ними.

По-другому взаимодействует с мембрана-
ми ДЭА. На рис.  5,  а приведён ИК-спектр поглоще-
ния мембран эритроцитов крыс, проинкубирован-
ных с ДЭА. Концентрация гормона в плёнке равна 
(5,30  ±  0,16)·10−11  моль/мг белка; видно, что не про-
изошло смещения полосы 1546,9  см−1, что при-
суще появлению новых β-структур белков. Дей-
ствительно, из табл.  4 и рис.  5,  б видно, что доля 
β-структур мембранных белков при взаимодей-
ствии мембран с ДЭА уменьшилась (с  (30,3  ±  1,4) 
до (19,8  ±  1,0)%). При этом, по сравнению с контро-
лем, увеличилась доля неупорядоченных струк-
тур (с  (14,4  ±  1,0) до  (35,5  ±  1,6)%). Доля α-спира-
лей уменьшилась с (55,3  ±  2,6) до (44,7  ±  2,1)%. Это 
значит, что при взаимодействии ДЭА с мембра-
нами, в отличие от взаимодействия с кортизолом, 
андростероном, тестостероном и адреналином, 
в мембранных белках не происходил переход  
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неупорядоченная структура  →  β-структура, а на-
против, происходили переходы β-структура  →  не-
упорядоченная структура и α-спираль  →  неупо-
рядоченная структура. Изменение конформации 
мембранных белков при этом подтверждается 
уменьшением интенсивности их собственной 
флуоресценции  (рис.  1,  б;  табл.  1).

На увеличение упорядоченности липид-
ного бислоя при взаимодействии ДЭА с мембра-
нами указывают следующие результаты анализа 
ИК-спектров мембран. Наблюдается сдвиг полосы 
поглощения асимметричных валентных колеба-
ний РО2-связи 1236  →  1247,6  см−1, который отра-
жает дегидратацию фосфатных групп фосфолипи-
дов (рис.  5,  а; табл.  3). Кроме этого, появился сдвиг 
частоты С=О-связи фосфолипидов 1748  →  1732  см−1, 
интенсивность данной полосы также увеличи-
лась  (рис.  5,  а; табл.  3). Однако увеличение упоря-
доченности липидного бислоя при его взаимодей-
ствии с ДЭА вело лишь к небольшому увеличению 
микровязкости бислоя  (рис.  2,  б; табл.  2). Самое 
главное, взаимодействие ДЭА с мембранами не 
вело к образованию белок-липидных доменов, а 
происходило равномерное увеличение поверх-
ностной плотности липидного бислоя по всей 
мембране  (рис.  2,  б).

Таким образом, при взаимодействии мембран 
c андростероном, тестостероном, кортизолом и ад-
реналином в мембранных белках происходило об-
разование новых β-структур (рис. 3, 4; табл. 3 и 4). 
При увеличении концентрации этих гормонов во 
взвеси увеличение микровязкости в белок-липид-
ной области взаимодействия было больше увели-
чения микровязкости липидного бислоя в липид-
липидной области  (рис.  2,  а; табл.  2). Это значит, 
что увеличение поверхностной плотности липи-
дов около мембранных белков больше, нежели в 
липид-липидной области взаимодействия. В мем-
бране происходило образование белок-липидных 
доменов, в которых липидный бислой имеет 
бо́льшую поверхностную плотность, чем между 
доменами. При взаимодействии мембран с  ДЭА 
в мембранных белках доли β-структур и α-спи-
ралей уменьшались (рис.  5,  а; табл.  3  и  4). При 
этом увеличение микровязкости мембран проис-
ходило равномерно по всей мембране  (рис.  2,  б; 
табл.  2), образования белок-липидных доменов  
не происходило.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Из данных, описанных в предыдущих разде-
лах, следует, что при взаимодействии гормонов 
с мембранами за образование белок-липидных 
доменов в плазматических мембранах ответ-
ственны не α-спирали, а β-структуры мембранных 

белков, образующиеся при их взаимодействии. 
Связано это с тем, что, во-первых, появившиеся 
в результате изменения вторичной структуры 
мембранных белков β-структуры образуют меж-
молекулярные сшивки между мембранными 
белками  (рис.  3,  б и  4,  б). В  результате увеличе-
ния числа водородных связей между мембран-
ными белками происходит их агрегация  [24–26]. 
Таким образом, в мембране создаются кластеры 
из белков и окружающих их липидов. Во-вторых, 
в β-структуре мембранных белков алифатиче-
ские боковые цепи незаряженных аминокислот 
располагаются напротив углеводородных цепей 
мембранных липидов, ароматические группы 
пептидов предпочитают взаимодействовать с кар-
бонильными группами окружающих липидов, а 
полярные группы пептидов взаимодействуют с 
заряженными липидными головными группа-
ми [27, 28]. Это стимулирует притяжение липидов 
к белкам. В  результате действия этих двух меха-
низмов образуются белок-липидные домены, в 
которых липиды около мембранных белков совер-
шают переход из жидко-неупорядоченного состоя-
ния в жидко-упорядоченное  (Ld  →  Lo). Следствием 
появления доменов является увеличение микро-
вязкости и поверхностной плотности липидного 
бислоя в доменах. Между доменами липидный 
бислой имеет меньшую микровязкость и поверх-
ностную плотность.

Каким образом некоторые гормоны способ-
ствуют образованию β-структур в мембранных 
белках? Рассмотрим взаимодействия с мембраной 
ДЭА и андростерона. Связывание андростерона с 
мембраной приводит к увеличению доли β-струк-
тур в мембранных белках  (табл.  3) и образованию 
в мембране белок-липидных доменов  (табл.  2). 
С  другой стороны, при связывании ДЭА с мем-
бранами эти домены не образовывались  (табл.  2), 
поскольку доля β-структур в мембранных белках 
при этом уменьшалась  (рис.  5,  а; табл.  4). При-
чину такого различного взаимодействия ДЭА и 
андростерона с мембранами нужно искать в их 
структуре. Различие в структуре этих гормонов 
заключается лишь в том, что у андростерона к 
атому углерода в А-кольце в положении  5 присо-
единён водород, а у ДЭА он отсутствует  [4]. Такое 
различие в строениях ДЭА и андростерона позво-
ляет сформулировать механизм β-поворота в мо-
лекуле пептида. Можно заключить, что наличие 
у андростерона Н-группы у атома  С5 способству-
ет образованию таких связей с молекулой про-
теина, появление которых ведёт к образованию 
β-поворотов и созданию в молекуле β-структур. 
На  рис.  6 показан механизм образования этого 
β-поворота. Здесь молекула андростерона присо-
единяется к молекуле пептида с помощью водо-
родных связей (рис. 6, левая часть). Атом углерода, 
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Рис.  6. Механизм β-поворота и образования из пептидной нити β-структуры при помощи молекулы андро-
стерона 

находящийся в А-кольце андростерона в положе-
нии  5, через присоединённую Н-группу образует 
водородную связь с СО-группой номер 1 в пептид-
ной цепи  (рис.  6, левая  часть). Кроме этого, атом 
углерода в А-кольце андростерона в положении 3 
через присоединённую ОН-группу образует водо-
родную связь с СО-группой номер  3 в пептидной 
цепи  (рис.  6, левая  часть). В  результате образова-
ния этих водородных связей происходит поворот 
С–С-связи между атомами  2 и  3 молекулы пеп-
тида. Этот поворот ведёт к β-повороту молекулы 
пептида  (рис.  6, правая  часть). В  молекуле ДЭА, в 
которой нет Н-группы у атома  С5 в А-кольце, не 
образуется водородная связь между этим С5-ато-
мом и СО-группой номер  1 в пептидной цепи. 
В  результате не происходит поворота С–С-связи 
между атомами  2 и  3 молекулы пептида, не воз-
никает β-поворот молекулы пептида, вторичная 
β-структура молекулы белка не  образуется.

Явления, подобные образованию белок-ли-
пидных доменов в плазматических мембранах, 
наблюдаются и в других случаях. Известно, на-
пример, что в тканях организма могут появлять-
ся белковые структуры, названные амилоидными 
фибриллами  [29]. Они представляют собой уло-
женные в стопку антипараллельные β-структу-
ры, направленные перпендикулярно оси фибрил-
лы  [30]. Процесс образования этих амилоидных 
фибрилл начинается с образования протофибрил-
лярных образований, богатых β-структурами  [29], 

подобно образованию белок-липидных доменов в 
мембранах, описанных выше. Образование нерас-
творимых фибрилл β-амилоида в тканях головно-
го мозга сопровождает многие нейродегенератив-
ные заболевания, такие как болезнь Альцгеймера, 
синдром Дауна  [29].

Взаимодействие между белковыми нитями, 
свёрнутыми в α-спирали, имеет другой характер. 
На основании компьютерных расчётов свободной 
энергии спонтанной ассоциации трансмембран-
ных α-спиралей показано, что липиды вносят бо-
лее значительный вклад в энергию димеризации, 
в то время как контакты аминокислотных остат-
ков часто являются невыгодными [31,  32]. Это зна-
чит, что α-спирали препятствуют агрегации бел-
ков и образованию в мембране белок-липидных 
доменов. В  свою очередь, это препятствует уве-
личению микровязкости липидного бислоя. Более 
того, увеличение доли α-спиралей в мембранных 
белках может привести к уменьшению микровяз-
кости липидного бислоя мембран. Известны соеди-
нения, которые при взаимодействии с мембраной 
уменьшают её микровязкость, т.е.  разрыхляют 
липидный бислой. Таким соединением является, 
например, белок-транспортёр апо  А-1  [33]. Ранее 
было показано, что нативный апо А-1, находясь в 
составе липопротеина высокой плотности (ЛПВП), 
имеет в своей вторичной структуре до 85% α-спи-
ралей  [34]. C  помощью ЛПВП происходит обрат-
ный захват холестерина из клеток и дальнейший 
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перенос его в печень [35, 36]. Для этого необходимо 
разрыхление липидного бислоя. Это явление было 
обнаружено при инкубации нативного апо  А-1 с 
мембранами эритроцитов. Относительная микро-
вязкость мембран при взаимодействии с натив-
ным апо  А-1 понижалась на  15%  [33]. Понижение 
микровязкости происходило почти одинаково и в 
области липид-липидного взаимодействия, и в об-
ласти белок-липидного взаимодействия  [33]. Это 
обусловлено неспецифическим взаимодействием 
α-спиралей апо  А-1 с белками и липидами мем-
браны, в результате которых происходит разрыв 
водородных связей между белками и липидами 
мембраны.

Явление разрыва водородных связей между 
молекулами при их взаимодействии с α-спираля-
ми апо А-1 было открыто ранее группой под руко-
водством академика Л.Е.  Панина с помощью ме-
тода малоуглового рентгеновского рассеяния  [37]. 
Было показано, что взаимодействие комплекса 
тетрагидрокортизол–апо  А-1 и эукариотических 
ДНК приводит к разрыву водородных связей ме-
жду парами азотистых оснований и образованию 
однонитевых структур ДНК  [37]. Подобным обра-
зом и в цитоплазматической мембране апо  А-1 
разрывает водородные связи между мембранны-
ми белками и создаёт в них структурные перехо-
ды β-структуры  →  неупорядоченные структуры и 
α-спирали  →  неупорядоченные структуры, что ве-
дёт к уменьшению взаимодействий между белка-
ми и липидами мембраны. Вследствие этого мик-
ровязкость липидного бислоя уменьшается  [33].

Окислительно-модифицированный апо  А-1 
не меняет микровязкость мембран  [33]. Причина 
существования качественно разных механизмов 
взаимодействий нативного и окислительно-моди-
фицированного апо  А-1 заключается в их разных 
вторичных структурах. Ранее в работе Дударева 
и  др.  [38] было установлено, что, по сравнению 
с нативной конформацией, в окислительно-моди-
фицированном апо  А-1 уменьшается доля α-спи-
ралей с 48% до 31% и увеличивается доля β-струк-
тур с  33% до  49%. Образовавшиеся β-структуры 
окислительно-модифицированных белков апо А-1 
усиливают взаимодействие между ними и липи-
дами мембраны, создают новые водородные свя-
зи с функциональными группами фосфолипидов, 
компенсируя разрыв этих связей α-спиралями 
апо А-1. В результате микровязкость мембран при 
взаимодействии с ними окислительно-модифици-
рованных апо  А-1 не меняется  [33].

Известно, что перспективными лекарствами 
для лечения болезни Альцгеймера являются мо-
лекулы, которые при взаимодействии с амилои-
дами фибрилл способны уменьшать в них долю 
β-структур или препятствовать образованию в 
них новых β-структур  [39,  40]. Поскольку при 

неспецифическом взаимодействии α-спиралей 
нативных апо  А-1 с мембранными белками доля 
β-структур в мембранных белках уменьшается за 
счёт разрыва водородных связей между пептид-
ными нитями мембранных белков, то нативный 
апо  А-1 может быть одним из кандидатов на 
лекарство для лечения и профилактики болезни 
Альцгеймера.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Флуоресцентным методом измерения относи-
тельной микровязкости мембран с помощью зон-
да пирен было установлено, что при взаимодей-
ствии кортизола, андростерона, тестостерона и 
адреналина с мембранами структура плазмалемм 
меняется, в них образуется сеть белок-липидных 
доменов. В  этих неподвижных доменах поверх-
ностная плотность липидов выше, чем между 
доменами. В  то же время при взаимодействии 
ДЭА с мембранами не происходило образования 
в мембранах белок-липидных доменов. Причину 
разного взаимодействия гормонов с мембранами 
удалось выяснить с помощью ИК-спектроскопии 
мембран. Оказалось, что при взаимодействии 
кортизола, андростерона, тестостерона и адре-
налина с мембранами происходило увеличение 
доли β-структур и уменьшение доли неупорядо-
ченных структур в мембранных белках. Однако 
при взаимодействии ДЭА с мембранами проис-
ходило уменьшение долей β-структур и α-спира-
лей во вторичных структурах мембранных бел-
ков. Увеличивалась лишь доля неупорядоченных 
структур во вторичных структурах мембранных 
белков.

Таким образом, установлено in vitro, что ини-
циаторами появления белок-липидных доменов 
в плазматических мембранах являются мембран-
ные белки, в которых после взаимодействия с 
гормонами увеличивается доля β-структур. При 
этом появление новых α-спиралей в мембран-
ных белках не усиливает взаимодействие между 
белками, белок-липидные домены не образуются. 
Напротив, появление большого числа α-спиралей 
в мембранных белках может привести к умень-
шению микровязкости липидного бислоя.
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ROLE OF MEMBRANE PROTEINS β- AND α-STRUCTURES  
IN PLASMALEMM STRUCTURE CHANGE

P. V. Mokrushnikov1* and V. Ya. Rudyak1,2

1 Novosibirsk State University of Architecture and Civil Engineering (Sibstrin),  
630008 Novosibirsk, Russia; e-mail: pavel.mokrushnikov@bk.ru

2 Institute of Thermophysics, 630090 Novosibirsk, Russia

Changes in the structure of plasma membranes affect the functions of membranes and cells. Some 
of these changes can lead to the development of pathologies of the body, which makes it actually to 
study the effect of changes in the structure of membranes on their functions. It has now been estab-
lished that when stress hormones and androgens interact with plasma membranes, their structure 
changes. At the same time, interactions between proteins and lipids change in plasmalemmas, and 
a fixed quasi-periodic network of protein-lipid domains associated with the cytoskeleton is formed. 
The initiators of the formation of protein-lipid domains are membrane proteins, which have changed 
their secondary structure during the interaction of the membrane with hormones. However, it is 
still unclear exactly what changes in the secondary structure of membrane proteins contribute to 
the formation of protein-lipid domains around them. The aim of this work was to establish these 
secondary structures of membrane proteins. To achieve this goal, changes in the structure of mem-
branes during their interaction with dehydroepiandrosterone, cortisol, androsterone, testosterone, and 
adrenaline were studied. In this work, a fluorescent method for measuring the relative microvis-
cosity of membranes using a pyrene probe was used to study changes in the membrane structure.  
The change in the secondary structure of membrane proteins during structural transitions in mem-
branes was studied by measuring the IR absorption spectra of membranes. It has been established 
that the initiators of the appearance of protein-lipid domains in plasma membranes are membrane 
proteins, in which, after interaction with hormones, the proportion of β-structures increases. At the 
same time, the appearance of new α-helices in membrane proteins does not enhance the attraction 
between membrane proteins and protein-lipid domains are not formed. On the contrary, the appear-
ance of a large number of α-helices in membrane proteins can lead to a decrease in the microviscosity 
of the lipid bilayer.

Keywords: protein–protein and protein–lipid interactions in plasma membranes, protein-lipid domains 
in plasma membranes, β-structures, α-helices, structural changes of plasma membranes, apo  A-1, 
Alzheimer’s disease
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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ИНГИБИРОВАНИЯ КИНАЗНОЙ 
АКТИВНОСТИ LRRK2 НА АКТИВНОСТЬ 

ГЛЮКОЦЕРЕБРОЗИДАЗЫ НА ПАЦИЕНТ-СПЕЦИФИЧНЫХ 
КЛЕТКАХ ПАЦИЕНТОВ С БОЛЕЗНЬЮ ГОШЕ
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Биаллельные мутации в гене GBA1, кодирующем лизосомный фермент глюкоцереброзидазу 
(GCase), приводят к развитию лизосомной болезни накопления, болезни Гоше (БГ), а также явля-
ются фактором высокого риска распространенного нейродегенеративного заболевания, болезни 
Паркинсона  (БП). В  большинстве случаев мутации в гене GBA1 локализуются вне активного 
сайта и приводят к снижению активности GCase из-за снижения эффективности транспор-
та фермента с измененной конформацией в лизосому. Препараты, которые применяются для 
терапии БГ (ферментозаместительная терапия), не способны проходить гематоэнцефалический 
барьер и не эффективны как для лечения нейрональных форм  БГ, так и для  БП, ассоцииро-
ванной с мутациями в гене GBA1 (GBA1-БП). Для терапии  БП на сегодняшний день проходят 
клинические испытания препараты, ингибирующие киназную активность обогащенной лей-
циновыми повторами киназы  2  (LRRK2). Ранее было показано, что ингибирование киназной 
активности LRRK2 приводит к увеличению активности GCase в пациент-специфичных клетках 
при GBA1-БП. Мы впервые оценили влияние ингибитора киназной активности LRRK2  (MLi-2) 
на активность GCase на первичной культуре макрофагов периферической крови, полученной 
от пациентов с  БГ первого типа. Оценку активности GCase и уровня ее субстрата в клетках, 
культивируемых в присутствии и без MLi-2, проводили с использованием высокоэффективной 
жидкостной хроматографии в сочетании с тандемной масс-спектрометрией. Влияния ингиби-
рования активности LRRK2 на активность GCasе в группе пациентов с  БГ не  выявлено.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: болезнь Гоше, макрофаги периферической крови, GBA1, GCase, ингибитор 
LRRK2, активность ферментов.

DOI: 10.31857/S0320972525010076 EDN: CPMAQE

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Гоше (БГ)  – это редкое аутосомно-
рецессивное заболевание, относящееся к классу 
лизосомных болезней накопления  (ЛБН). В основе 
патогенеза  БГ лежит снижение активности лизо-
сомной гидролазы глюкоцереброзидазы  (GCase) 

посредством биаллельных мутаций в гене  GBA1 
(OMIM  606463)  [1]. В  свою очередь, дисфунк-
ция  GCase приводит к накоплению субстрата 
GCase, сфинголипида глюкоцереброзида, преиму-
щественно в лизосомах клеток печени, селезен-
ки и костном мозге. Существуют три основные 
клинические формы  БГ. Тип  1 является наиболее 
распространенной формой и традиционно счита-
ется единственным типом, при котором у паци-
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ентов обычно не наблюдаются первичные невро-
логические нарушения. Типы  2 и  3 встречаются 
довольно редко, связаны с неврологическими 
нарушениями различной степени и могут приво-
дить к летальному исходу в молодом возрасте, в 
частности, тип  2 может проявляться перинаталь-
но  [2,  3]. В  зависимости от тяжести течения  БГ и 
выраженности снижения активности GCase мута-
ции в гене  GBA1 классифицируют как «мягкие» 
(остаточная активность GCase составляет 20–35%), 
например, p.N370S, p.V394L, p.R463C, и «тяжелые» 
(остаточная активность GCase составляет 5–10%), 
например, p.L444P, p.R120W, p.Leu29fs  (84GG)  [4].

Как гетерозиготные, так и гомозиготные но-
сители мутаций в гене GBA1 имеют повышенный 
риск развития распространенного нейродегенера-
тивного заболевания, болезни Паркинсона  (БП), 
в  различных популяциях  [5]. Нами и другими ав-
торами было показано, что пациенты с БП, ассо-
циированной с мутациями в гене GBA1 (GBA1-БП), 
характеризуются снижением активности GCase в 
клетках крови и накоплением субстрата GCase, 
глюкоцереброзида, который в организме человека 
претерпевает деацетилирование и превращается 
в глюкозилсфингозин. Однако при GBA1-БП изме-
нения в активности фермента и концентрации 
субстрата менее выражены, чем  при  БГ  [6–9].

На сегодняшний день не существует нейро-
протекторной терапии как для БГ типов  2 и  3, 
так и для БП, в частности GBA1-БП. Однако общ-
ность патогенеза БГ и GBA1-БП как заболеваний, 
связанных с дисфункцией  GCase, позволяет пред-
положить, что разрабатываемые таргетные пре-
параты, направленные на повышение активности 
GCase, могут быть эффективны как для GBA1-БП, 
так и для  БГ. Культура макрофагов перифериче-
ской крови широко используется для изучения 
патогенеза заболеваний, связанных с дисфункци-
ей GCase, а также для скрининга потенциальных 
лекарственных препаратов  [10–12].

Нами и другими авторами было показано, что 
к увеличению активности GCase в пациент-спе-
цифичных клетках пациентов с GBA1-БП может 
приводить ингибирование киназной активности 
обогащенной лейциновыми повторами кина-
зы  2  (LRRK2). LRRK2 кодируется геном  LRRK2, му-
тации в котором приводят к аутосомно-доминант-
ной форме  БП вследствие увеличения киназной 
активности, что приводит к нарушению функций 
LRRK2 в клетке, в частности, нарушению клеточ-
ного транспорта посредством нарушения фосфо-
рилирования субстратов LRRK2  – GTPаз семей-

ства Rab  [13,  14]. В  настоящее время ингибиторы 
киназной активности LRRK2 (DNL201, DNL151, 
идентификаторы ClinicalTrials.gov NCT04557800, 
NCT05119790, NCT04056689, NCT05005338, 
NCT05418673, NCT05348785, NCT 05229562, 
NCT04551534, NCT03710707 и NEU-723, идентифи-
катор ClinicalTrials.gov NCT05633745; примечание: 
BIIB122  – альтернативное название для DNL151) 
и один антисмысловой олигонуклеотид (BIIB094, 
идентификатор ClinicalTrials.gov NCT03976349) 
проходят клинические испытания для тера-
пии  БП  [15].

Впервые эффект влияния ингибиторов киназ-
ной активности LRRK2 на активность GCase был 
продемонстрирован Ysselstein  et  al.  [16] на дофа-
минергических нейронах  (ДН), дифференциро-
ванных из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток, и подтвержден в дальнейших 
исследованиях  [16–19]. В  свою очередь, нами 
было показано увеличение активности GCase при 
ингибировании LRRK2 на первичной культуре 
макрофагов периферической крови пациентов 
с GBA1-БП  [17]. Предполагается, что увеличение 
активности GCase при ингибировании киназной 
активности LRRK2 может происходить в резуль-
тате снижения фосфорилирования белка Rab10, 
который вовлечен в эндолизосомный транспорт, 
что в результате приводит к усилению транс-
порта GCase в лизосомы  [16, 17, 19,  20]. Способны 
ли ингибиторы LRRK2 увеличивать активность 
при наличии биаллельных мутаций, в частности 
при  БГ, остается неизвестным.

Цель данного исследования заключалась в 
оценке влияния ингибитора киназной активности 
LRRK2  (MLi-2) на активность GCase и концентра-
цию гексозилсфингозина (HexSph) в первичной 
культуре макрофагов пациентов с  БГ. В  качестве 
групп сравнения в исследование были также 
включены пациенты с GBA1-БП и группа невро-
логически здоровых индивидуумов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Характеристика групп, включенных в ис-
следование. В  исследование вошло 7  пациентов 
с  БГ, 9  пациентов с  GBA1-БП и 8  неврологически 
здоровых индивидуумов (контроль). Клиниче-
ские демографические характеристики иссле-
дуемых групп представлены в табл.  1. Пациенты 
с  БГ наблюдаются в Национальном медицинском 
исследовательском центре имени В.А.  Алмазова.  

Принятые сокращения: БГ  – болезнь Гоше; БП  – болезнь Паркинсона; ДН  – дофаминергические нейроны; 
ФШ  – фармакологические шапероны; GBA1-БП  – БП, ассоциированная с мутациями в гене  GBA1; GCase  – 
глюкоцереброзидаза; HexSph – гексозилсфингозин; LRRK2 – обогащенная лейциновыми повторами киназа 2; 
MLi-2  – ингибитор киназной активности LRRK2.
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Все пациенты с БГ получают лечение ферментной 
заместительной терапией. Забор крови осущест-
влялся перед введением данной терапии.

Диагноз БГ был поставлен, согласно клини-
ческим рекомендациям (https://cr.minzdrav.gov.ru/
recomend/24_2), на основании симптоматики и 
биохимической оценки активности GCase с по-
следующим выявлением мутаций в гене  GBA1 
методом прямого секвенирования по Сенгеру. 
Биохимический анализ и секвенирование гена 
GBA1 у пациентов с  БП проводилось в Медико-ге-
нетическом научном центре имени Н.П.  Бочкова, 
Москва. Диагноз БГ для одного из всех пациентов 
был подтвержден только на основе биохимичес-
ких параметров, в частности по активности GCase 
и концентрации HexSph, так как в ходе секвени-
рования гена  GBA1 была выявлена одна мутация 
в гетерозиготном состоянии.

Пациенты с GBA1-БП наблюдаются в инсти-
туте мозга человека имени Н.П.  Бехтеревой РАН.  
Диагноз БП был установлен по ранее опублико-
ванным критериям  [21]. Пациенты с GBA1-БП  
были выявлены нами ранее методом скринин
га двух мажорных мутаций в гене GBA1 
(p.N370S [NM_000157.4:c.1226A>G], p.L444P [NM_ 
000157.4:c.1448T>C]) среди пациентов с БП по ранее 
описанному протоколу  [5]. Данная группа паци-
ентов описана в нашем исследовании по оценке 
действия ингибиторов LRRK2 на биохимические 
характеристики при  БП, ассоциированной с му-
тациями в генах GBA1 и LRRK2 на пациент-спе-
цифичных клетках  [17]. Контроль был набран из 
добровольцев, которые наблюдаются в консуль-
тативно-диагностическом центре Первого Санкт-
Петербургского государственного медицинского 
университета имени академика И.П.  Павлова. Все 
индивидуумы контрольной группы были также 
проскринированы на две мажорные мутации в 
гене GBA1 (p.N370S, p.L444P) с целью исключения 
носителей данных мутаций. Включенные в иссле-
дование группы статистически значимо различа-
лись по полу (p  =  0,03) и возрасту  (p  =  0,0002).

Все участники исследования подписали ин-
формированное согласие. У  каждого участника 
исследования был произведен забор крови для 
дальнейшего получения первичной культуры 
макрофагов периферической крови.

Культивирование первичной культуры 
макрофагов периферической крови. Первич-
ная культура макрофагов периферической крови 
была получена по протоколу, описанному нами 
ранее, из мононуклеарной фракции, выделенной 
из цельной крови каждого индивидуума  [22]. 
На четвертые сутки к первичной культуре макро-
фагов был добавлен селективный ингибитор ки-
назной активности LRRK2, MLi-2  («Abcam», США), 
в концентрации 100  нМ с последующим культи-

вированием в течение 4  суток, как было описано 
нами ранее [17]. Эффективность действия ингиби-
тора MLi-2 была подтверждена по соотношению 
фосфорилированной в положении Thr73 формы 
к нефосфорилированной форме белка  Rab10, яв-
ляющегося основным субстратом  LRRK2, с помо-
щью вестерн-блоттинга, как было описано нами 
ранее  [17].

Оценка активности GCase и концентрации 
HexSph. Оценку ферментативной активности 
GCase и концентрации гексозилсфингозина, 
представляющего собой смесь двух эпимеров 
гликозилсфингозина  (GlcSph) и галактозилсфин-
гозина (GalSph), проводили методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии в сочетании 
с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС) 
на первичной культуре макрофагов перифери-
ческой группы контроля в присутствии MLi-2 в 
концентрации 100  нМ и без него по протоколу, 
описанному ранее в лаборатории наследственных 
болезней обмена Медико-генетического научного 
центра имени Н.П.  Бочкова, Москва  [6,  9]. Все из-
мерения были выполнены в трех повторах.

Статистика. Статистическую обработку полу-
ченных данных осуществляли в среде програм-
мирования  R  (версия  4.1.2) с использованием 
встроенных статистических пакетов. Проверку 
нормальности распределения данных проводи-
ли с использованием теста Шапиро–Уилка. Для 
анализа различий между группами применяли 
тест Вилкоксона. В  случаях зависимых (парных) 
выборок использовали парный тест Вилкоксона. 
Для независимых выборок различия оценивали 
с применением теста Вилкоксона, дополненного 
post-hoc-анализом с поправкой Бонферрони для 
множественных сравнений. Значения p  <  0,05 
считали статистически значимыми. Клинические 
характеристики представлены в виде среднего 
значения  ±  стандартное отклонение, эксперимен-
тальные значения  –  медиана (минимальное/мак-
симальное).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время не существует подходов 
для лечения нейрональных форм БГ, так же как 
и для лечения GBA1-БП. Ранее на ДН пациентов 
с GBA1-БП было показано увеличение активности 
GCase при ингибировании киназной активности 
LRRK2  [16,  19]. Нами подтверждены полученные 
ранее данные, и впервые показано влияние ин-
гибирования активности LRRK2 на восстановле-
ние активности GCase на первичной культуре 
макрофагов пациентов с GBA1-БП.

В настоящем исследовании нами впервые 
оценено влияние селективного ингибитора 
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Рис.  1. Уровень активности GCase и HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови паци-
ентов с БГ, GBA1-БП и контроля. а  –  Активность GCase в первичной культуре макрофагов периферической 
крови исследуемых групп; б  –  активность GCase в первичной культуре макрофагов периферической крови 
исследуемых групп при культивировании в присутствии и без ингибитора киназной активности  LRRK2; 
в  –  активность GCase в первичной культуре макрофагов периферической крови пациентов с GBA1-БП и 
БГ при культивировании в присутствии киназной активности LRRK2 и контроля без ингибитора киназ-
ной активности  LRRK2; г  –  концентрация HexSph в первичной культуре макрофагов периферической кро-
ви исследуемых групп; д –  концентрация HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови 
исследуемых групп при культивировании в присутствии и без ингибитора киназной активности LRRK2;  
е –  концентрация HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови пациентов с GBA1-БП 
и БГ при культивировании в присутствии киназной активности LRRK2 и контроля без ингибитора киназной 
активности  LRRK2. *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ***  p  <  0,001; ****  p  <  0,0001; ns  – нет статистической значимости

киназной активности LRRK2 на активность GCase 
и концентрацию HexSph в первичной культуре 
макрофагов периферической крови пациентов 
с  БГ. Первичная культура макрофагов перифе-
рической крови широко используется как для 
изучения патогенеза  БГ, так и для скрининга по-
тенциальных лекарственных препаратов, направ-
ленных на увеличение активности GCase  [10–12]. 
В  настоящем исследовании, так же как и было 
показано нами ранее, активность GCase была 
снижена, а концентрация HexSph была повы-
шена в первичной культуре макрофагов пери-

ферической крови пациентов с  БГ по сравнению 
с пациентами с GBA1-БП и контролем (GCase: 
p  =  0,000043, p  =  0,0000074; HexSph: p  =  0,00042, 
p  =  0,00012 соответственно) (рис.  1,  а  и  г). В  то же  
время пациенты с GBA1-БП с гетерозиготным но-
сительством мутаций в гене  GBA1 характеризо-
вались снижением активности GCase  (p  =  0,013) и 
увеличением концентрации HexSph  (p  =  0,0026) в 
первичной культуре макрофагов периферической 
крови по сравнению с контролем, однако данные 
изменения были менее выражены  (рис.  1,  а  и  г)   
[10,  11].
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Рис.  2. Уровень активности GCase и HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови па-
циентов с БГ, GBA1-БП и контроля в зависимости от мутаций в гене  GBA1 в группе пациентов с GBA1-БП. 
а  – Активность GCase в первичной культуре макрофагов периферической крови исследуемых групп; б  – ак-
тивность GCase в первичной культуре макрофагов периферической крови исследуемых групп при культи-
вировании в присутствии и без ингибитора киназной активности LRRK2; в – активность GCase в первичной 
культуре макрофагов периферической крови пациентов с GBA1-БП и БГ при культивировании в присут-
ствии киназной активности LRRK2 и контроля без ингибитора киназной активности LRRK2; г  – концентра-
ция HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови исследуемых групп; д – концентрация 
HexSph в первичной культуре макрофагов периферической крови исследуемых групп при культивировании 
в присутствии и без ингибитора киназной активности LRRK2; е  – концентрация HexSph в первичной куль-
туре макрофагов периферической крови пациентов с GBA1-БП и БГ при культивировании в присутствии 
киназной активности LRRK2 и контроля без ингибитора киназной активности LRRK2. *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; 
***  p  <  0,001; ****  p  <  0,0001; ns  – нет статистической значимости

Как было показано нами ранее, ингибирова-
ние киназной активности LRRK2 приводило к ста-
тистически значимому увеличению активности 
GCase в первичной культуре макрофагов пери-
ферической крови в группе пациентов с GBA1-БП 
по сравнению с контролем  (р  =  0,012; рис.  1,  б), 
что соответствует ранее полученным данным на 
ДН  пациентов с GBA1-БП  [16, 18,  19]. Предполага-
ется, что изменение киназной активности LRRK2 
может влиять на внутриклеточный транспорт, в 
частности, лизосомных ферментов от эндоплазма-

тического ретикулума в лизосому, посредством из-
менения уровня фосфорилирования белка  Rab10, 
являющего основным субстратом LRRK2, что, в 
свою очередь, приводит к увеличению активно-
сти и уровня GCase  [16].

Однако в группе пациентов с  БГ и контроле 
изменений в уровне активности GCase при ин-
гибировании LRRK2 выявлено не было  (р  >  0,05; 
рис.  1,  б). Существенно, что при ингибировании 
активности LRRK2 активность GCase в группе па-
циентов с GBA1-БП достигала значений активности 
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GCase в первичной культуре макрофагов перифе-
рической крови контроля без ингибитора MLi-2 
(p  >  0,05; рис.  1,  в). Интересно отметить, что в 
группе пациентов с GBA1-БП было также выявле-
но снижение концентрации HexSph в первичной 
культуре макрофагов периферической крови при 
ингибировании киназной активности LRRK2 ин-
гибитором MLi-2, в то же время в контроле было 
выявлено статистически значимое снижение кон-
центрации HexSph при ингибировании киназной 
активности LRRK2  (р  =  0,041; рис.  1,  д  и  е). В  груп-
пе пациентов с  БГ изменений в концентрации 
HexSph при ингибировании LRRK2 выявлено не 
было  (р  >  0,05;  рис.  1,  д  и  е).

Первичная культура макрофагов перифериче-
ской крови пациентов с GBA1-БП характеризова-
лась снижением активности GCase и увеличением 
концентрации HexSph независимо от мутаций в 
гене GBA1  (рис. 2, а и г). Интересно отметить, что 
мутация р.L444P не влияет на активность GCase, 
но снижает стабильность GCase, что приводит к 
снижению уровня данного белка в клетке [23–25]. 
В  то же время для мутации р.N370S не было по-
казано выраженного влияния на стабильность 
белка GCase  [26]. Предполагается, что в случае 
мутации p.N370S суммарное снижение активно-
сти GCase объясняется изменением сродства фер-
мента к мембранам  [24]. Можно предположить, 
что усиление транспорта GCase в лизосому при 
ингибировании активности LRRK2 может зави-
сеть от типа мутации. Воздействие ингибитором 
киназной активности LRRK2 приводило к увели-
чению активности GCase в первичной культуре 
макрофагов пациентов с GBA1-БП только с мута-
цией p.L444P  (p  =  0,0078) и достижению уровня 
активности GCase в клетках необработанного 
контроля, но не в группе пациентов с GBA1-БП с 
мутацией p.N370S  (рис.  2,  б  и  в). Однако влияние 
ингибитора LRRK2 на уровень HexSph выявлено 
не было (рис.  2,  д  и  е). В настоящем исследовании 
все пациенты с  БГ являлись компаундными гете-
розиготами «легкой»  (p.N370S) и одной из «тяже-
лых»  (p.L444P, p.Leu29fs, p.R120W) мутаций.

С другой стороны, нельзя исключить, что 
одной функциональной копии гена GBA1 доста-
точно для увеличения активности GCase за счет 
усиления транспорта функционально активной 
GCase в лизосому. Отсутствие изменения уровня 
активности GCase в группе пациентов с БГ можно 
обосновать отсутствием функциональных копий 
гена  GBA1 вследствие биаллельных мутаций в 
гене  GBA1. Усиление транспорта фермента GCase 
в лизосому посредством ингибирования актив-
ности LRRK2 при наличии только мутантных 
форм фермента является недостаточным для уве-
личения активности GCase. Нужно также учесть, 
что отсутствие влияния ингибирования LRRK2 

при увеличении активности GCase на уровень 
HexSph в первичной культуре макрофагов паци-
ентов с  БГ может быть связано с недостаточным 
количеством времени культивирования клеток в 
присутствии MLi-2 или недостаточной концентра-
цией ингибитора.

В качестве перспективной стратегии для тера-
пии GBA1-БП и БГ на сегодняшний день разрабаты-
ваются небольшие химические соединения, назы-
ваемые фармакологическими шаперонами  (ФШ), 
которые способны проникать через гематоэнце-
фалический барьер, селективно связываться с 
ферментом GCase, стабилизировать его структуру, 
способствуя его транслокации в лизосому, что в 
совокупности позволяет восстановить биологиче-
скую функцию данного фермента  [10,  11]. На  па-
циент-специфичных клетках нами и другими 
авторами показана эффективность данного класса 
препаратов в отношении восстановления активно-
сти GCase при БГ. В настоящее время ФШ проходят 
фазу  2 клинических испытаний для терапии  БГ 
(NCT03950050) и фазу  3 клинических испытаний 
для терапии БП (NCT05778617). Однако в клиниче-
скую практику ФШ  GCase еще не внедрены.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Учитывая полученные нами данные, инги-
биторы LRRK2 не следует рассматривать в каче-
стве монотерапии  БГ, однако представляется важ-
ным оценить сочетанное действие ингибиторов 
LRRK2 с препаратами, способствующими коррек-
ции сборки мутантного фермента, такими как 
ФШ  GCasе. Подобный подход может способство-
вать одновременно усилению транспорта фер-
мента в лизосому и восстановлению активной 
конформации  GCasе.
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нального комитета по исследовательской этике и 
Хельсинкской декларации 1964  года и ее после-
дующим изменениям или сопоставимым нормам 
этики. От каждого из включенных в исследова-
ние участников было получено информированное 

добровольное согласие. Исследование одобрено 
Этическим комитетом Первого Санкт-Петербург-
ского государственного медицинского универси-
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Biallelic mutations in the GBA1 gene, encoding the lysosomal enzyme glucocerebrosidase (GCase), 
lead to the development of a lysosomal storage disease, Gaucher disease (GD), and are also a high 
risk factor for a common neurodegenerative disease, Parkinson’s disease (PD). In most cases, muta-
tions in the GBA1 gene are localized outside the active site and lead to a decrease in GCase activity 
due to a decrease in the efficiency of transport of the enzyme with an altered conformation into 
the lysosome. Drugs that are used to treat GD (enzyme replacement therapy) are not able to cross 
the blood-brain barrier and are not effective for the treatment of neuronal forms of GD or PD as-
sociated with mutations in the GBA1 gene (GBA1-PD). For the treatment of PD, drugs that inhibit 
the kinase activity of leucine-rich repeat kinase  2 (LRRK2) are currently undergoing clinical trials.  
It was previously shown that inhibition of LRRK2 kinase activity leads to an increase in GCase ac-
tivity in patient-specific GBA1-PD cells. We first assessed the effect of the kinase activity inhibitor 
LRRK2 (MLi-2) on GCase activity in a primary culture of peripheral blood macrophages obtained 
from patients with type  1 GD. Assessment of GCase activity and its substrate levels in cells cultured 
with and without MLi-2 was performed using high-performance liquid chromatography coupled with 
tandem mass spectrometry. There was no effect of inhibition of LRRK2 activity on GCase activity in 
the group of patients with GD.

Keywords: Gaucher disease, peripheral blood macrophages, GBA1, GCase, LRRK2, inhibitor, enzyme 
activity



БИОХИМИЯ, 2025, том 90, вып. 1, с. 117 – 130

117

УДК 616.153;577.112.856;616.13-004.6

МЕХАНИЗМЫ АНТИОКСИДАНТНОЙ ЗАЩИТЫ  
ЧАСТИЦ ЛИПОПРОТЕИДОВ НИЗКОЙ ПЛОТНОСТИ  

ОТ СВОБОДНОРАДИКАЛЬНОГО ОКИСЛЕНИЯ

© 2025 В.З. Ланкин1*, К.Б. Шумаев1,2, В.А. Медведева1,  
А.К. Тихазе1, Г.Г. Коновалова1

1 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии им. акад. Е.И. Чазова» 
Минздрава России, 121552 Москва, Россия; электронная почта: lankin0309@mail.ru

2 ФИЦ Биотехнологии РАН, Институт биохимии имени А.Н. Баха РАН, 119071 Москва, Россия

Поступила в редакцию 24.09.2024
После доработки 05.12.2024

Принята к публикации 10.12.2024

Установлено, что при введении больным атеросклерозом per os препарата убихинона Q10 (СoQ10) 
окисленность (содержание липогидропероксидов) частиц липопротеидов низкой плотности 
(ЛНП) резко снижается, что подтверждает важную роль этого природного антиоксиданта в 
защите частиц ЛНП от свободнорадикального окисления (СРО) in  vivo. Исследовано влияние 
липофильных природных антиоксидантов убихинола  Q10 (СoQ10H2) и α-токоферола (α-ТОН) на 
кинетические параметры Cu2+-инициированного СРО частиц ЛНП. В  этой модельной системе 
показана возможность синергизма антиоксидантного действия СoQ10H2 и α-ТОН. Обсуждаются 
вероятные механизмы регенерации липофильных антиоксидантов в частицах ЛНП, в том числе 
регенерация α-ТОН из токофероксильного радикала (α-ТО•) с участием СoQ10H2 и/или аскорбата.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: липопротеиды низкой плотности, свободнорадикальное окисление, анти-
оксиданты, убихинол Q10, α-токоферол, биорегенерация антиоксидантов.
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Принятые сокращения: АФК  – активные формы кислорода; ИБС  – ишемическая болезнь сердца; ЛНП  – 
липопротеиды низкой плотности; ПНЖК – полиненасыщенные жирные кислоты; СРО – свободнорадикальное 
окисление; Asc=O  – дегидроаскорбиновая кислота; Asc-OH  – аскорбиновая кислота; Asc-O•−  – семидегидро-
аскорбат (свободный радикал аскорбата); СoQ10  – окисленная форма коэнзима  Q10 (убихинон  Q10); СoQ10H2 – 
восстановленная форма коэнзима  Q10 (убихинол  Q10); СoQ10H•  – убисемихинон (свободнорадикальная форма 
коэнзима  Q10); LOOH  – липогидропероксиды; LOO•, LO• и L•– пероксильный, алкоксильный и алкильный 
радикалы липидов; O2•− – супероксидный анион-радикал; НO• – гидроксильный радикал; α-ТОН – α-токоферол 
(витамин  Е); α-ТО•  – токофероксильный радикал; skQ1  – 10-(6′-пластохинонил)децилтрифенилфосфоний.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Циркулирующие в кровяном русле наноча-
стицы липид-транспортирующей системы – липо-
протеиды низкой плотности  (ЛНП), в отличие от 
различных клеток и субклеточных структур (вклю-
чая клетки крови), не содержат антиоксидантных 
ферментов (супероксид- и гидропероксид-оксидо-
редуктаз), защищающих липид-белковые надмо-
лекулярные комплексы от повреждающего дей-
ствия свободнорадикального окисления (СРО)  [1]. 
Тем не менее ЛНП нуждаются в эффективной 
защите от  СРО вследствие наличия большого 
количества субстрата окисления  – ацилов поли-
ненасыщенных жирных кислот  (ПНЖК) в фосфо-

липидах частиц  [2]. Наружный фосфолипидный 
монослой ЛНП, так же как бислойные фосфоли-
пидные мембраны, легко окисляется в аэробных 
условиях in  vitro  [3] и in  vivo  [4] как спонтанно, 
так и при катализе инициаторами разнообраз-
ной природы  [5]. Наличие в плазме крови высо-
кого парциального давления кислорода (pО2), а 
также индукторов СРО (таких как ионы металлов 
переменной валентности, гемопротеиды, Cu-со-
держащие белки, липогидропероксиды  (LOOH)), 
различных генераторов Н2О2, супероксидного 
анион-радикала  (О2•−) и других активных форм 
кислорода  (АФК)  [5] создаёт повышенную опас-
ность повреждения частиц ЛНП вследствие их 
СРО в процессе циркуляции в  кровяном русле.  
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Полное отсутствие в этих структурных образо-
ваниях каких-либо антиоксидантных ферментов 
многократно повышает их подверженность СРО. 
Очевидно, что, исходя из прагматизма эволю-
ции, наличие антиоксидантных белков в соста-
ве частиц ЛНП, конкретной функцией которых 
является транспорт липидов, синтезируемых в 
печени, в периферические ткани, является не-
целесообразным. При этом все без исключения 
клетки должны были бы иметь ферментные си-
стемы утилизации этих белков после завершения 
липидного транспорта, что было бы сопряжено с 
дополнительным бесполезным расходом энергии. 
Природой был найден остроумный выход из со-
здавшейся ситуации, заключающийся в создании 
эффективной системы неферментативного кон-
троля СРО в ЛНП, представленной, прежде всего, 
жирорастворимыми фенольными антиоксиданта-
ми  – восстановленной формой коэнзима  Q10 (уби-
хинол Q10, CoQ10H2) [6] и витамином Е (α-токоферо-
лом, α-ТОН) [7]. Важно, что в отличие от истинного 
витамина α-ТОН (в организме не синтезируется) 
значительная часть CoQ10H2 (около 60%) поступает 
в ткани не из пищевых источников, а образуется 
в результате биосинтеза de  novo  [8]. Жирораство-
римые витамины (включая α-ТОН) транспортиру-
ются частицами ЛНП и локализованы в гидрофоб-
ном ядре наночастиц [9]. В литературе высказано 
мнение, что CoQ10H2 является основным (наиболее 
эффективным) антиоксидантом, защищающим 
частицы ЛНП от окисления  [10–12]. Тем не менее 
на 1  частицу ЛНП по расчётам приходится не 
более 1  молекулы CoQ10H2  [13], что делает невоз-
можным осуществление этим антиоксидантом 
эффективной защитной функции без существова-
ния механизма его биорегенерации (восстановле-
ния) в ЛНП.

Считается, что α-ТОН и CoQ10Н2 могут взаимо-
действовать с пероксильными радикалами  (LOO•) 
липидов в следующих реакциях  [14–16]:

α-ТОН + LOO• ⎯→ α-ТО• + LOOH,	 (1)

СoQ10H2 + LOO• ⎯→ СoQ10H• + LOOH,	 (2)

СoQ10H• + LOO• ⎯→ СoQ10 + LOOH.	 (3)

Токофероксильный радикал (α-ТО•), проду-
цируемый в процессе реакции  (1), может вновь 
реагировать с LOO• или другой молекулой α-ТО• 
с образованием нерадикальных продуктов  [14]. 
В  то же время СoQ10H2 последовательно окисля-
ется LOO• до убисемихинона (СoQ10H•) и далее – до 
полностью окисленной формы  СoQ10 (реакции  (2) 
и  (3))  [15]. Вместе с тем СoQ10H2 восстанавливает 
не только свободные радикалы липидов, но и 
α-ТО• в реакции  (4)  [16]:

СoQ10H2 + α-ТО• ⎯→ СoQ10H• + α-ТОH.	 (4)

Эта реакция может лежать в основе синер-
гизма антиоксидантного действия СoQ10H2 и 
α-ТОН, участвуя тем самым в биорегенерации 
α-ТОH, причём не исключено, что именно этот 
механизм может играть важную роль в предот-
вращении СРО частиц ЛНП. Так, при отсутствии 
СoQ10H2 накопление токофероксильных радикалов 
(α-ТО•) может вызывать прооксидантное действие 
в ЛНП  [17,  18], поскольку α-ТО• в этих условиях 
может выступать в качестве инициатора цепных 
реакций:

α-ТО• + LH → α-ТОH + L•,	 (5)

L• + O2 → LOO•,	 (6)

где LH  − ацилы ПНЖК; L•  − алкильные радикалы 
липидов.

Тем не менее эффекты, наблюдаемые при 
взаимодействии СoQ10H2 и α-ТОН в модельных 
системах, не могут полностью объяснить биоре-
генерацию этих липофильных антиоксидантов в 
условиях in  vivo, поскольку предполагаемая лока-
лизация СoQ10H2 и α-ТОН в частицах ЛНП  [19] и 
описанные выше реакции взаимодействия этих 
жирорастворимых антиоксидантов в условиях 
in vivo не очевидны. В настоящей работе мы пред-
приняли попытку экспериментально обосновать 
возможные механизмы биорегенерации СoQ10H2 и 
α-ТОН, обеспечивающие защиту этими антиокси-
дантами частиц ЛНП от СРО в процессе их цир-
куляции в кровяном русле.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы. Для клинических исследований 
в работе использовали препарат убихинон  Q10 
(«Bioquinone»; «Phrama Nord», Дания) в капсулах 
с соевым маслом. SkQ1  (10-(6′-пластохинонил)де-
цилтрифенилфосфония) был любезно предостав-
лен академиком В.П.  Скулачевым (НИИ физико-
химической биологии имени А.Н.  Белозерского 
Московского государственного университета име-
ни М.В.  Ломоносова). Остальные реактивы были 
получены от фирмы «Sigma-Aldrich»  (США).

Клиническое исследование влияния дли­
тельного введения per  os препарата убихино­
на  Q10  (СoQ10) больным ИБС на содержание 
липогидропероксидов в ЛНП плазмы крови. 
В  клиническое исследование было включено 
10  мужчин (49  ±  2,5  года) с хронической ишеми-
ческой болезнью сердца  (ИБС) и гиперлипидеми-
ей, которые проходили лечение в НМИЦ кардио-
логии Минздрава России. Пациенты не получали 
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липотропных препаратов и в течение 6  мес. при-
нимали per  os препарат убихинон  Q10 в суточной 
дозе 60  мг. Для контроля уровня LOOH в ЛНП у 
больных венозную кровь брали натощак в при-
сутствии 1  мг/мл  ЭДТА в качестве антикоагулянта 
и антиоксиданта, после чего изолировали ЛНП с 
помощью препаративного ультрацентрифугиро-
вания, как описано ниже. Данные по изменениям 
содержания LOOH в ЛНП больных ИБС при вве-
дении убихинона  Q10 представляли в  %  от  исход-
ного уровня  (100%) LOOH  в  ЛНП.

Выделение ЛНП при помощи препаратив­
ного ультрацентрифугирования. Получение ЛНП 
из плазмы крови практически здоровых доноров 
проводили при помощи центрифугирования в 
градиенте плотности NaBr на ультрацентрифуге 
Beckman Optima XPN-80 («Beckman», США)  [20]. 
Липопротеиды изолировали из трёх образцов 
плазмы крови, полученных от трёх разных здо-
ровых доноров. В  центрифужную пробирку вно-
сили донорскую плазму, содержащую 1  мМ  ЭДТА, 
осторожно наслаивали раствор NaBr с плотно-
стью 1,006  г/мл и центрифугировали (105  000  g в 
течение 18  ч при 4  оС) в роторе Ti-60. После уда-
ления верхнего слоя, содержащего липопротеиды 
очень низкой плотности, к содержимому про-
бирки добавляли при перемешивании расчётное 
количество NaBr и растворяли соль для создания  
плотности 1,065  г/мл, после чего пробирку допол-
няли раствором NaBr этой же плотности. После 
центрифугирования (105  000  g в течение 18  ч 
при 4  оС) отбирали верхний слой, содержащий 
флотировавшие ЛНП. Полученную фракцию ЛНП 
подвергали диализу в течение 18  ч при темпе-
ратуре 4  оС против 2000  объёмов 145  мМ  NaCl 
в  50  мМ  K,Na-фосфатном буфере  (рН  7,4).

Определение содержания липогидроперок­
сидов в ЛНП с использованием реактива Fe2+-
ксиленолоранж. Содержание гидропероксидов 
липидов (LOOH) в ЛНП определяли, используя 
окисление ионов Fe2+ при реакции с  LOOH:

LOOH + Fe2+ ⎯→ LO• + OH− + Fe3+,	 (7)

где LO•  – алкоксильный радикал липидов.
Ионы Fe3+ (эквимолярные концентрации 

LOOH) образуют с ксиленоловым оранжевым 
(о-крезолсульфофталеин-3,3′-бисметилиминоди-
уксусной кислоты тетранатриевая соль) окра-
шенный комплекс, концентрацию которого из-
меряли на спектрофотометре UV-2600 Shimadzu 
(«Shimadzu», Япония) (ε560  =  1,5  ×  104  М−1·см−1)  [21].  
Для проведения анализов предварительно гото-
вили реагент  FOX, содержащий 1  мМ  ксиленоло-
вого оранжевого и 2,5 мМ соли Мора Fe(NH4)2(SO4)2 
в 25  мМ  H2SO4 с добавлением 9  объёмов 4,4  мМ 
бутилгидрокситолуола  (BHT) в 90%-ном метаноле 

(степень чистоты для ВЭЖХ). В  контрольных про-
бах LOOH количественно восстанавливали три-
фенилфосфином до гидроокисей, и поглощение 
этих образцов вычитали из показаний опытных 
проб [21]. В качестве стандарта использовали гид-
ропероксид трет-бутила.

Исследование кинетики свободнорадикаль­
ного Cu2+-инициированного окисления ЛНП. 
После диализа содержание белка в образцах ЛНП 
определяли по методу Лоури, а затем пробы раз-
бавляли до 50  мкг  белка/мл раствором, содержа-
щим 154  мМ  NaCl в 50  мМ  K,Na-фосфатном буфе-
ре  (рН  7,4), и окисление частиц ЛНП при 37  оС  
индуцировали введением в среду инкубации 
30  мкМ  CuSO4, после чего через фиксированные  
интервалы времени измеряли накопление  
конъюгированных диенов на спектрофотомет-
ре UV-2600 Shimadzu  [22–24]. В  ходе образова-
ния гидропероксидов ПНЖК (LOOH) происхо-
дит формирование конъюгированных двойных 
связей, поглощающих при 233  нм. Содержание 
LOOH  (∆D233) в частицах ЛНП может быть рассчи-
тано, исходя из коэффициента молярной экстинк-
ции 22  000  М−1·см−1. Продолжительность периода 
индукции  (τ) на кинетических кривых СРО липи-
дов в ЛНП определяли, как описано ранее  [25]. 
Исследование кинетики Cu2+-зависимого СРО 
частиц ЛНП in  vitro проводили, используя ЛНП,  

Рис. 1. Структурные формулы исследуемых липо-
фильных фенольных антиоксидантов: убихинола Q10 
(CoQ10H2), α-токоферола, 10-(6′-пластохинонил)децил-
трифенилфосфония (skQ1). Исследуемые антиокси-
данты вводили в инкубационную смесь, содержащую 
ЛНП, в этанольных растворах (конечная концентра-
ция спирта не более  2%), после чего встряхивали 
1  мин в шейкере и инкубировали 4  мин при  37  °С
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изолированные из плазмы крови трёх доноров 
(ЛНП, выделенные из плазмы крови каждого 
донора использовали в независимых экспери-
ментах). С использованием кинетической модели 
Cu2+-инициированного СРО частиц ЛНП исследо-
вали ингибирующее действие природных феноль-
ных липофильных антиоксидантов (α-токоферол, 
убихинол  Q10) и синтетического пластохино-
на  (skQ1), структурные формулы которых при-
ведены  на  рис.  1.

Получение убихинола  Q10 и свободных ра­
дикалов α-токоферола и пробукола. СoQ10H2 
получали, восстанавливая  СoQ10 боргидридом 
натрия  (NaBH4), для чего смешивали эквимоляр-
ные растворы этих соединений в этаноле  [15]. 
Раствор NaBH4 готовили непосредственно перед 
его использованием. Токофероксильный радикал 
(α-ТО•) получали окислением 400  мМ раствора 
α-ТОН в изопропаноле порошком диоксида мар-
ганца  (MnO2). Для этого 1  мл раствора α-токофе-
рола смешивали с 100  мг диоксида марганца и 
20  мин встряхивали на шейкере, после чего смесь 
центрифугировали и фильтровали надосадочную 
жидкость для полного удаления частиц  MnO2. 
Феноксильный радикал пробукола (4,4′-[(1-метил-
этилиден)бис(тио)]бис[2,6-бис(1,1-диметилэтил)
фенола]) получали аналогично, окисляя 0,2  М рас-
твор пробукола диоксидом марганца.

Спектроскопия электронного парамагнит­
ного резонанса  (ЭПР). Спектры ЭПР измеряли на 
автоматизированном спектрометре ESR 70-03 XD/2 
УП  «КБСТ»  БГУ (Беларусь). Растворы свободных 
радикалов α-токоферола и пробукола в изопропа-
ноле смешивали с этанолом и 160  мМ  Na-фосфат-
ным буфером  (рН  7,4) в соотношении  8/1/1. Эту 
реакционную смесь (40  мкл) вводили в газопро-
ницаемую капиллярную трубку PTFE Sub-Lite-
Wall (внутренний диаметр  – 0,635  мм; толщина 
стенки  – 0,051  мм; «Zeus Industrial Products,  Inc.», 
США). Капилляр дважды складывали и вставля-
ли в кварцевую трубку диаметром ~4  мм, кото-
рая помещалась в резонатор спектрометра  ЭПР. 
Регистрацию спектров α-ТО• проводили при 25  °C 
и следующих условиях: ослабление СВЧ-мощно-
сти  – 1  дБ; амплитуда ВЧ-модуляции  – 0,05  мТл; 
СВ-частота  – ~9,32  ГГц; коэффициент усиления  – 
1000; диапазон развёртки  – 5  мТл. Запись спек-
тров начинали через 2  мин после смешивания 
компонентов реакционной смеси.

Статистический анализ. В  клиническом ис-
следовании для статистического анализа исполь-
зовали программы SPSS  14 Windows Version  7.0. 
С  помощью критерия Колмогорова–Смирнова 
проводили оценку нормальности распределения 
переменных. Для оценки значимости различий 
экспериментальных данных по отношению к 
контролю использовали t-критерий Стьюдента. 

Результаты, полученные в экспериментах in  vitro, 
анализировали с помощью программы Origin Pro 8 
(«Origin Lab Corp.», США). Для сравнения средних 
значений использовали однофакторный диспер-
сионный анализ с последующим применением 
t-критерия Стьюдента, а также критерия Даннета 
для оценки достоверности различий между груп-
пами. Данные всех проведённых исследований 
представлены как средние значения (М)  ±  стан-
дартное отклонение  (σ). Различия считали стати-
стически значимыми при  p  <  0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние убихинона Q10 на содержание липо­
гидропероксидов в ЛНП плазмы крови больных 
ИБС. В  течение первого месяца терапии CoQ10 со-
держание LOOH в ЛНП больных ИБС резко падает 
(на  61% от исходного уровня), а ко второму меся-
цу наблюдения  – снижается до  19% и остаётся на 
близком к этому уровне в течение последующих 
4  мес. терапии  (рис.  2).

Следует отметить, что наблюдаемое выражен-
ное антиоксидантное действие (по уменьшению 
содержания LOOH в ЛНП), отмеченное уже через 
1  мес. после введения больным  СoQ10, может сви-
детельствовать о существовании его эффективной 
биорегенерации (восстановления) с образованием 
СoQ10H2 в условиях in  vivo, исследование меха-
низма которой явилось предметом дальнейшего 
исследования.

Влияние экзогенных убихинола  Q10 и α-то­
коферола на свободнорадикальное окисление 
частиц ЛНП in  vitro. В  экспериментах in  vitro 
исследовали влияние экзогенных гидрофобных 
антиоксидантов СoQ10H2, α-ТОН и синтетического 

Рис. 2. Влияние перорального введения препарата 
убихинона  Q10 больным ИБС на содержание LOOH в 
ЛНП плазмы крови. Различия с исходным уровнем 
LOOH в ЛНП были статистически значимы; * р < 0,05
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Рис. 3. Влияние различных липофильных антиокси-
дантов на кинетику накопления LOOH (диеновых 
конъюгатов) в процессе Cu2+-инициированного СРО 
частиц ЛНП. 1 – Окисление нативных ЛНП без добав-
ления антиоксидантов (контроль); 2  – ЛНП + 80 мкМ 
убихинола  Q10; 3  – ЛНП  +  80  мкМ α-токоферола; 4  – 
ЛНП + 80 мкМ убихинола Q10  +  80  мкМ α-токоферола; 
5  – ЛНП  +  80  мкМ  skQ1. Статистически значимыми 
являются различия групп  2–5 по отношению к груп-
пе  1  (контроль);  *  p  <  0,05

антиоксиданта skQ1 (аналог пластохинона) на 
кинетику СРО частиц ЛНП в диапазоне концен-
траций 5–80  мкМ. Кинетические кривые накоп-
ления LOOH, образующихся в ЛНП при Cu2+-ини-
циированном СРО в присутствии исследованных 
фенольных антиоксидантов в концентрации 
80 мкМ, представлены на рис. 3. Как видно из этих 
данных, исследованные антиоксиданты влияют 
на начальную скорость накопления LOOH и про-
должительность периода индукции  (τ) на кинети-
ческих кривых СРО частиц  ЛНП  (рис.  3).

Очевидно, что исследованные кинетические 
параметры могут быть корректно использованы 
для оценки эффективности действия антиокси-
дантов в модельной системе. Известно, что про-
должительность периода индукции СРО (τ) прямо 
пропорциональна концентрации ингибитора СРО 
в системе – [InH] и обратно пропорциональна ско-
рости инициирования СРО – ω, т.е. τ  =  [InH]/ω [26]. 
В  использованной нами системе окисления при 
изучении частиц ЛНП с неизменным составом 
липидов ω  является величиной постоянной 
(constanta), исходя из чего продолжительность пе-
риода индукции СРО  (τ) должна быть пропорцио-
нальна содержанию антиоксиданта (или его ан-
тиоксидантной активности). Из  рис.  3  (кривая  2) 
видно, что СoQ10H2 в концентрации 80  мкМ вызы-

вает существенное увеличение продолжительно-
сти  τ при СРО частиц ЛНП, а также уменьшение 
начальной скорости их окисления. При использо-
вании такой же концентрации α-ТОН (рис. 3, кри-
вая  3) или совместном действии СoQ10H2 и α-ТОН 
в концентрациях 80 мкМ (рис. 3, кривая 4) наблю-
дали практически полное подавление окисления 
ЛНП. Пластохинон  skQ1 в концентрации 80  мкМ 
оказывал более выраженное антиоксидантное 
действие  (рис.  3,  кривая  5) по сравнению с дей-
ствием СoQ10H2  (рис.  3,  кривая  2).

Данные по действию различных концентра-
ций исследованных антиоксидантов на продол-
жительность τ при СРО частиц ЛНП представлены 
на  рис.  4. Из  этих результатов видно  (рис.  4,  кри-
вая  1), что при введении 5  мкМ  СoQ10H2 в среду 
окисления происходит увеличение продолжи-
тельности  τ более чем в 2 раза (с 8 мин в кон
троле до 20 мин), однако значительно большее 
увеличение концентрации СoQ10H2 не приводит 
к заметному увеличению антиоксидантного дей-
ствия (τ  =  14  мин при 80  мкМ  СoQ10H2). Вместе с 
тем повышение концентрации α-ТОН при СРО ча-
стиц ЛНП от 5 до 80 мкМ вызывает весьма резкое 
увеличение продолжительности τ с 36 до 160 мин 
соответственно  (рис.  4,  кривая  2). Следует отме-
тить, что добавление к частицам ЛНП СoQ10H2 
в концентрациях 40 и 80  мкМ вместе с 10  мкМ 

Рис. 4. Зависимость продолжительности перио-
да индукции  (τ) СРО частиц ЛНП (по накоплению 
диеновых конъюгатов) от концентрации добавлен-
ных фенольных липофильных антиоксидантов: уби-
хинола  Q10  (1), α-токоферола  (2), сочетания 10  мкМ 
α-токоферола с различными концентрациями (5–
80  мкМ) убихинола  Q10  (3) и skQ1  (4). *  р  <  0,05  – ста-
тистически значимые различия групп  1, 3 и  4 по 
отношению к группе  2; #  р  <  0,05  – статистически 
значимые различия групп  1 и  4 по отношению к 
группе  3 при концентрациях убихинола  Q10 и  skQ1, 
равных  40  и  80  мкМ
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Рис. 5. Влияние различных концентраций экзогенных α-токоферола, убихинола  Q10 и  skQ1 на начальную 
скорость Cu2+-инициированного СРО липидов в частицах ЛНП; 1  – нативные ЛНП без добавления антиокси-
дантов  (контроль); 2  – ЛНП  +  убихинол  Q10; 3  – ЛНП  +  α-ТОН; 4  – ЛНП  +  α-ТОН  +  убихинол  Q10 (антиоксидан-
ты добавлялись в эквимолярных концентрациях); 5  – ЛНП  +  skQ1. *  р  <  0,05  – статистически значимые раз-
личия экспериментальных групп по отношению к контролю (начальная скорость накопления LOOH при 
отсутствии антиоксидантов)

α-ТОН приводит к заметному росту продолжи-
тельности  τ до  65 и  80  мин соответственно. Тем 
не менее при сочетании 10  мкМ α-ТОН с СoQ10H2 
в низких концентрациях (5  и  10  мкМ) продолжи-
тельность  τ была практически такой же, что и 
в присутствии одного CoQ10H2  (рис.  4,  кривая  3). 
Пластохинон skQ1, который, как и СoQ10H2, явля-
ется восстановленным хиноном, влиял на продол-
жительность τ в меньшей степени, чем другие ан-
тиоксиданты, включая CoQ10H2  (рис.  4,  кривая  4).

В концентрации 5  мкМ CoQ10H2 заметно не 
влиял на величину начальной скорости накоп-
ления LOOH при СРО частиц ЛНП, тогда как при 
увеличении концентрации СoQ10H2 до  10–80  мкМ 
начальная скорость окисления ЛНП снижалась 
в  2–2,5  раза  (рис.  5).

При введении в инкубационную среду 5  мкМ 
α-ТОН, напротив, начальная скорость окисления 
ЛНП резко снижалась (более чем в 2  раза), а при 
концентрации α-ТОН, равной 10  мкМ, начальная 
скорость накопления LOOH падала почти в 6  раз 
и прогрессивно уменьшалась при увеличении 
содержания антиоксиданта в среде СРО  (рис.  5). 
При высоких концентрациях (40–80  мкМ) α-ТОН 
намного более эффективно ингибировал началь-
ную скорость СРО частиц ЛНП, чем CoQ10H2 и 
skQ1  (рис.  5). В  то же время при одновременном 
добавлении в инкубационную среду равных кон-
центраций  CoQ10H2 и α-ТОН не наблюдалось их 
аддитивного действия во всём диапазоне исполь-
зованных концентраций антиоксидантов  (рис.  5). 
Начальная скорость накопления LOOH при вве-
дении этих антиоксидантов в среду окисле-

ния частиц ЛНП в концентрации 10  мкМ была 
лишь немного ниже, чем в присутствии только 
CoQ10H2  (рис.  5). При использовании других кон-
центраций сочетанное действие этих антиокси-
дантов практически совпадало с действием од-
ного α-токоферола  (рис.  5).

Тем не менее внесение в среду окисления 
ЛНП CoQ10H2 в концентрациях 40 или 80 мкМ вме-
сте с 10  мкМ α-ТОН усиливало антиоксидантное 
действие последнего почти в 2 и  9  раз соответ-
ственно  (рис.  6,  столбики  4  и  5). Этот факт согла-
суется с данными по увеличению в аналогичных 
условиях продолжительности  τ на кинетических 
кривых СРО в  ЛНП  (рис.  4,  кривая  3).

Как уже отмечалось выше, совместное вве-
дение СoQ10H2 и α-ТОН в концентрации 10  мкМ, 
напротив, оказывает прооксидантное действие 
(рис. 5 и 6). Таким образом, анализ кинетических 
характеристик СРО частиц ЛНП показал, что вве-
дение в среду окисления высоких концентраций 
CoQ10H2, по-видимому, приводит к восстановле-
нию радикалов α-ТОН, в результате чего низкие 
концентрации последнего более эффективно ин-
гибируют процессы СРО в липид-белковых ком-
плексах.

Восстановление токофероксильного ради­
кала под действием убихинола  Q10 и аскорбата. 
Взаимодействие CoQ10H2 с α-TO• исследовали с 
помощью спектроскопии ЭПР  (рис.  7). Как видно 
из данных, представленных на  рис.  7, CoQ10H2 в 
водно-спиртовой среде количественно восста-
навливает α-TO•  (рис.  7,  а;  спектры  1–4). Токо-
фероксильный радикал достаточно стабилен,  
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Рис. 6. Изменение начальной скорости Cu2+-инициированного СРО в частицах ЛНП при добавлении 10  мкМ 
α-токоферола и различных концентраций (10–80  мкМ) убихинола  Q10; 1  – окисление ЛНП без добавления 
антиоксидантов  (контроль); 2  – ЛНП  +  10  мкМ α-TOH; 3  – ЛНП  +  10  мкМ убихинола  Q10  +  10  мкМ α-TOH; 4  – 
ЛНП  +  40  мкМ убихинола  Q10  +  10  мкМ α-TOH; 5  – ЛНП  +  80  мкМ  убихинола  Q10  +  10  мкМ α-TOH. *  р  <  0,05  – 
статистически значимые различия групп  2–5 по отношению к группе  1  (контроль); #  р  <  0,05  – статистиче-
ски значимые различия групп  3–5 по отношению к группе  2  (ЛНП  +  10  мкМ  α-TOH)

что позволило оценить его концентрацию 
(рис.  7,  б). Следует также отметить, что α-TO• вос-
станавливается аскорбатом натрия  (рис.  7,  а;  спек-
тры 5–7). При высоких концентрациях этого анти-
оксиданта регистрируется небольшой  дублетный 
сигнал  ЭПР, характерный для  свободного ради-
кала аскорбиновой кислоты (семидегидроаскор
бата)  (рис.  7,  а;  спектр  7). Вместе с тем установ-
лено, что CoQ10H2 восстанавливает феноксильный 
радикал синтетического гидрофобного антиокси-
данта пробукола  (рис. 7;  спектры 8 и 9). Действие 
этого фенольного антиоксиданта часто сравни-
вают c α-TOН, в том числе при ингибировании 
процессов  СРО  в  ЛНП  [22,  27,  28].

Восстановление токофероксильного радикала 
под действием CoQ10H2 должно происходить в со-
ответствии с реакцией (4), продуктами которой, 
наряду с α-ТОН, является СoQ10H•, причём нельзя 
исключить, что эта реакция является обратимой. 
Вместе с тем СoQ10H• может участвовать в реге
нерации α-ТОН по реакции:

СoQ10H• + α-TO• ⎯→ СoQ10 + α-TOH.	 (8)

Тем не менее нам не удалось зарегистриро-
вать СoQ10H• в ходе восстановления α-TO•. С  дру-
гой стороны, мы показали образование СoQ10H• 
при неполном восстановлении СoQ10 боргидридом 
натрия. В этом случае СoQ10H•, по-видимому, явля-
ется продуктом реакции конпропорционирования 
между СoQ10 и CoQ10H2  (рис.  7,  в):

СoQ10 + CoQ10H2 ⎯→ 2 СoQ10H•.	 (9)

Снижение уровня СoQ10H• в реакционной сре-
де  (рис.  7,  в) может быть связано с его одноэлек-
тронным окислением молекулярным кислородом 
в процессе реакции:

СoQ10H• + О2 ⎯→ СoQ10 + О2•− + H+,	 (10)

в результате чего образуется супероксидный ани-
он-радикал  (О2•−)  [19,  29,  30].

Таким образом, отсутствие СoQ10H• в концен-
трации, достаточной для регистрации этого ра-
дикала в модельной системе, содержащей α-TO• 
и CoQ10H2, вероятно, обусловлено протеканием 
реакций  (8)  и  (10).

Тем не менее следует иметь в виду, что ис-
пользованная нами система является гомогенной, 
в отличие от ЛНП  – структурных образований, 
состоящих из фосфолипидного монослоя и гидро-
фобного ядра, содержащего эфиры холестерина 
и  триглицериды.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В начале 90-х  годов прошлого века были 
сформулированы представления о том, что окис-
ленные ЛНП играют важную роль в этиологии и 
патогенезе атеросклероза  [31–35]. На  основании 
этих работ были предприняты многочисленные 
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Рис. 7. Восстановление свободных радикалов α-токоферола (α-TO•) и пробукола. Спектры ЭПР свободных ра-
дикалов регистрировали в реакционной смеси, содержавшей 320 мМ α-ТОН или 160 мМ пробукола, которые 
были предварительно окислены MnO2. а  – Среда с α-TO• без добавок  (1); среда с α-TO• после внесения CoQ10H2 
в концентрациях 0,25  (2), 0,5  (3) и 1  (4)  мМ; среда с α-TO• после внесения 1  (5), 2  (6) и 5  (7)  мМ аскорбата  Na; 
среда, содержавшая феноксильный радикал пробукола  (8); среда, содержавшая феноксильный радикал про-
букола после внесения 0,5  мМ  CoQ10H2  (9). б  – Концентрационная зависимость восстановления α-TO• убихи-
нолом  Q10. в  – Образование СoQ10H• в реакционной смеси при неполном восстановлении СoQ10 боргидридом 
натрия. Реакционная среда содержала 100 мкМ СoQ10 и 50 мкМ NaBH4. Спектры ЭПР записаны через 2 мин (1), 
10  мин  (2) и 30  мин (3) инкубации смеси

клинические исследования, в которых были сде-
ланы попытки сдержать прогрессирование атеро-
склероза путём снижения окисляемости ЛНП у 
больных ИБС с помощью терапии высокими до-
зами витамина Е (α-ТОН) [36–39]. Положительного 
эффекта в этих клинических трайлах достигнуто 
не было. Это вызвало большое разочарование 
исследователей и привело к тому, что некоторые 
авторы стали полностью отрицать возможность 
влияния окисленных ЛНП на атерогенез  [36–39]. 
Тем не менее нами было установлено, что клю-
чевым фактором атерогенеза являются не окис-
ленные (содержащие LOOH) ЛНП, а частицы ЛНП, 
химически модифицированные вторичными про-
дуктами СРО  – низкомолекулярными дикарбони-
лами (малоновым диальдегидом  и  др.)  [39–41]. 
Кроме того, было высказано предположение, что 

защиту частиц ЛНП от повреждения при их СРО 
осуществляет не α-ТОН, а CoQ10H2 [42]. Это мнение 
противоречит представлению о том, что α-ТОН 
является более эффективным антиоксидантом, 
чем CoQ10H2  [19]. Имеются данные, что в низких 
концентрациях CoQ10H2 тормозит Cu2+-иницииро-
ванное СРО частиц ЛНП in  vitro  [43]. Введённый 
перорально CoQ10 после всасывания восстанавли-
вается до CoQ10H2 и транспортируется в печень, 
где он включается в частицы ЛНП, которые до-
ставляют липиды в периферические ткани  [44]. 
После перорального приёма CoQ10 максимальная 
концентрация CoQ10H2 в плазме крови наблюда-
ется уже через 6–8  ч, причём период полувы-
ведения составляет более 30  ч  [44]. Установлено, 
что введение CoQ10 per  os способствует увеличе-
нию устойчивости частиц ЛНП к СРО  [10–12,  45],  
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причём при длительной дотации его содержа-
ние в частицах ЛНП может возрастать почти в 
3  раза  [45]. Приведённые выше данные хорошо 
согласуются с полученными нами результатами, 
которые представлены на  рис.  2, где видно, что 
уже через 30  дней после начала пероральной те-
рапии с включением CoQ10 исходное содержание 
LOOH в ЛНП снижается в 4 раза и достигает мини-
мального уровня (в  8  раз ниже исходного) через 
2 мес. после начала фармакотерапии, после чего в 
течение последующих 4  мес. концентрация LOOH 
в ЛНП больных ИБС практически не изменяется 
(достигает «насыщения»)  (рис.  2). Таким образом, 
наши результаты убедительно свидетельствуют о 
возможности эффективного восстановления СoQ10 
до СoQ10H2 in  vivo, хотя это восстановление может 
и не быть следствием биорегенерации СoQ10 не-
посредственно в составе частиц ЛНП, а отражает 
возможность биотрансформации этого антиокси-
данта в процессе всасывания и/или при сборке 
частиц ЛНП в печени [44]. Биосинтез СoQ10H2 обес-
печивает основную потребность организма в этом 
нутриенте, поскольку лишь около 40%  СoQ10H2 
поступает с пищей  [8]. В  соответствии с этим 
использование холестерин-снижающей фармако-
терапии с включением ингибиторов HMG-CoA-
редуктазы  (статины), которые одновременно с 
ингибированием синтеза холестерина подавляют 
и биосинтез  СoQ10H2, приводит к развитию дефи-
цита СoQ10H2  [46–48]. Таким образом, терапия ста-
тинами способствует увеличению окисленности 
ЛНП больных  [49]. Это тем более нежелательно, 
поскольку при заболеваниях сердечно-сосудистой 
системы отмечен дефицит СoQ10  [50,  51], причём 
при атеросклерозе преимущественно снижается 
уровень его восстановленной формы  [51]. Следует 
отметить, что дотация больным ИБС высоких пер-
оральных доз витамина Е (α-токоферилсукцината) 
практически не влияет на окисляемость ЛНП [22]. 
Этот факт может свидетельствовать о том, что 
эфиры α-токоферола не полностью гидролизуются 
в организме больных ИБС с образованием актив-
ной антиоксидантной формы (свободного α-ТОН), 
хотя соответствующая арилгидролаза имеется в 
клетках стенки кишечника. С  другой стороны, 
можно предположить, что in  vivo влияние α-ТОН 
на окисляемость ЛНП зависит от его локализации 
в этих частицах  [22].

Для исследования эффективности ингибирую-
щего действия различных липофильных феноль-
ных антиоксидантов мы использовали стандарт-
ную модель Cu2+-инициированного СРО частиц 
ЛНП [22–24]. Эта модель основана на образовании 
пероксильного  (LOO•) и алкоксильного  (LO•) ради-
калов липидов в следующих реакциях:

LOOH + Cu2+ → LOO• + H+ + Cu+,	 (11)

LOOH + Cu+ → LO• + OH− + Cu2+,	 (12)

а также супероксидного анион-радикала  (O2•−), 
пероксида водорода (Н2O2) и гидроксильного ради-
кала  (НO•). Эти АФК продуцируются в катализи-
руемых ионами меди реакциях:

O2 + Cu+ → O2•− + Cu2+,	 (13)

O2•− + O2•− + 4 Н+ → 2 Н2O2,	 (14)

Н2O2 + Cu+ → НO• + OH− + Cu2+.	 (15)

В свою очередь, НO•, LOО• и LO• взаимодей-
ствуют с ацилами ПНЖК  (LH) фосфолипидов ча-
стиц ЛНП и тем самым участвуют в других цеп-
ных реакциях  СРО.

Следовательно, использованная нами система 
окисления фактически моделирует процесс СРО 
частиц ЛНП, происходящий при окислительном 
стрессе под действием АФК in  vivo и широко ис-
пользуется в работах по исследованию механиз-
мов окислительных процессов в ЛНП in  vitro  [25, 
52–54]. Результаты, полученные с использова-
нием модели Cu2+-инициированного СРО частиц 
ЛНП, приведены на  рис.  3–6. Анализ кинетиче-
ских кривых СРО частиц ЛНП свидетельствует о 
том, что наиболее эффективным из исследуемых 
липофильных антиоксидантов является α-токофе-
рол. Смесь эквимолярных концентраций СoQ10H2 
и α-ТОН ингибирует СРО в основном так же, как 
один α-ТОН, хотя в присутствии 10  мкМ этих ан-
тиоксидантов наблюдается некоторый проокси-
дантный эффект в сравнении с той же концен-
трацией α-ТОН  (рис.  5  и  6). Этот эффект СoQ10H2 
можно объяснить участием СoQ10H• в продукции 
O2•− (реакция  (10)) и, как следствие, других АФК 
(реакции  (14) и  (15)). В  высоких концентрациях 
(40 и 80  мкм) α-ТОН и его сочетание с СoQ10H2 вы-
зывает практически полное ингибирование реак-
ций перекисного окисления в ЛНП  (рис.  3  и  5). 
Нужно отметить, что, в отличие от α-ТОН, увели-
чение уровня СoQ10H2 почти не влияет на продол-
жительность периода индукции  (τ) на кинетиче-
ских кривых СРО  (рис.  4). Такое действие СoQ10H2 
согласуется с данными работы  Nohl  et  al.  [29], 
где было показано, что τ  индуцированного азо-
инициатором СРО липосом растёт при повыше-
нии концентрации СoQ10H2 заметно меньше, чем 
в  присутствии  α-ТОН.

В то же время добавление к частицам ЛНП 
СoQ10H2 в концентрации 80  мкМ вместе с 10  мкМ 
α-ТОН существенно усиливает антиоксидант-
ное действие последнего  (рис.  4  и  6). Эти резуль-
таты указывают на существование синергизма 
в механизме совместного антиоксидантного 
действия СoQ10H2 и α-ТОН. Объяснением такого 
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Рис. 8. Гипотетическая схема, иллюстрирующая возможные механизмы биорегенерации СoQ10H2 и α-ТОН в 
процессе СРО частиц ЛНП. Принятые обозначения: СoQ10H2, СoQ10H• и СoQ10  – убихинол  Q10 (восстановленная 
форма коэнзима  Q10), убисемихинол  Q10 и убихинон  Q10 (окисленная форма коэнзима  Q10) соответственно; 
α-ТОН и α-ТО•  – α-токоферол и токофероксильный радикал; Asc-OH, Asc-O• и Asc=O  – аскорбиновая кислота, 
семидегидроаскорбат и дегидроаскорбат соответственно; LOO• и LO•  – пероксильный и алкоксильный ради-
калы  ПНЖК; LOOН и LOН  – гидропероксид и гидроксид липидов

синергизма может быть восстановление в при-
сутствии СoQ10H2  (реакция  (4)) токофероксильных 
радикалов, способных инициировать дальней-
шие цепные реакции СРО в частицах ЛНП (реак-
ция (5)) [19]. Действительно, в гомогенной модель-
ной системе (водно-спиртовая смесь) нами было 
показано, что при молярном соотношении α-ТО• 
и СoQ10H2, равном  1/31, происходит восстановле-
ние приблизительно 45%  α-ТО•  (рис.  7,  б). Важно 
отметить, что данный механизм биорегенерации 
α-ТОН может объяснить эффективное антиокси-
дантное действие препарата СoQ10 при его введе-
нии больным атеросклерозом  (рис.  2). Поскольку 
in  vivo содержание α-ТОН в частицах ЛНП зна-
чительно выше, чем СoQ10H2, не исключено, что 
реакция  (4) является обратимой. Таким образом, 
можно предположить участие α-ТОН в биореге-
нерации (восстановлении) убисемихинона  Q10 в 
частицах ЛНП в ходе реакции:

СoQ10H• + α-ТОН → СoQ10H2 + α-ТО•.	 (16)

Действительно, ранее было показано, что до-
бавление СoQ10H2 стимулирует образование фен-
оксильного радикала пробукола в частицах ЛНП 
при их интенсивном окислении  [28]. Полагают, 
что пробукол, как, возможно, и α-ТОН, окисляется 
образующимся в этих условиях СoQ10H•. Однако в 
используемой нами гомогенной модельной систе-
ме феноксильный радикал пробукола, так же как 
α-ТО•, восстанавливался СoQ10H2  (рис.  7,  а).

Вместе с тем известно, что свободные ради-
калы пробукола и α-токоферола, но не СoQ10H•, 
восстанавливаются аскорбиновой кислотой 
(Asc-OH)  [27, 28,  55–57]. Этот механизм регенера-
ции α-ТОН согласуется с полученными нами ре-
зультатами (рис 7, а; спектры 5–7) и предполагает 
протекание следующих реакций:

Asc-OH + α-ТО• → Asc-O•− + α-ТОH,	 (17)

Asc-O•− + α-ТО• → Asc=O + α-ТОH,	 (18)

где Asc-O•−  – семидегидроаскорбат (свободный ра-
дикал аскорбата); Asc=O  – дегидроаскорбиновая 
кислота.

Тем не менее роль аскорбиновой кислоты в 
процессе защиты частиц ЛНП от СРО не до конца 
выяснена. Очевидно, что высокая концентрация 
аскорбата в плазме крови и наличие редуктазы 
семидегидроаскорбата (Asc-O•−) в мембране эрит-
роцитов  [55] нужны, прежде всего, для подав-
ления взаимодействия образующихся при окис-
лительном стрессе АФК (таких как  O2•− и  НO•) с 
частицами ЛНП. Как уже отмечалось, Asc–OH не 
регенерирует СoQ10H2 из СoQ10H•, однако, по име-
ющимся в литературе данным, аналоги СoQ10 с 
короткой цепью восстанавливаются до соответ-
ствующих убисемихинонов в реакциях с аскор-
батом и семигидроаскорбатом  [30,  58]. Исходя из 
вышесказанного, можно полагать, что аскорбат 
восстанавливает α-ТО• до α-ТОН и СoQ10 до СoQ10H•. 
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Возможное участие различных природных анти-
оксидантов в сопряжённых процессах защиты 
частиц ЛНП от цепных процессов СРО показано 
на нижеследующей схеме  (рис.  8).

По всей видимости, система сопряжёных ре-
акций липофильных и гидрофильных антиокси-
дантов функционирует как своеобразный редокс-
буфер, обеспечивающий наиболее эффективную 
антиоксидантную защиту частиц ЛНП в условиях 
окислительного стресса.

Важно отметить, что характер действия 
СoQ10H2 и синтетического антиоксиданта skQ1 на 
Cu2+-индуцированное СРО в частицах ЛНП имеет 
сходный характер  (рис.  3–5), несмотря на суще-
ственное различие небензохиноновой части их 
молекул  (рис.  1). Предложенные нами механиз-
мы биорегенерации коэнзима  Q10 и α-токоферола 
обсуждаются и другими авторами [16, 19]. На воз-
можность протекания таких реакций указывают 
существующие представления о близости распо-
ложения СoQ10H2 и α-ТОН в частицах ЛНП, при 
котором бензохиноновая или хромановая части 
молекул этих антиоксидантов примыкают к гид-
рофильным фосфатным группировкам фосфоли-
пидов, а гидрофобные «хвосты» находятся вблизи 
ацилов ПНЖК фосфолипидов  [19].

Необходимо учитывать, что в каждой частице 
ЛНП на 1  молекулу СoQ10H2 приходится до  12  мо-
лекул α-ТОН  [13,  17], причём количество субстра-
та СРО  – ацилов ПНЖК, в фосфолипидах ЛНП в 
молярном отношении составляет около 20–30 на 
1  моль α-ТОН  [59]. Если исходить из округлённых 
молярных соотношений между СoQ10H2/α-ТОН/
ПНЖК  =  1/10/300, становится понятно, что с учё-
том предполагаемых механизмов биорегенерации 
липофильных антиоксидантов ингибирование 
СРО в частицах ЛНП должно быть весьма эффек-
тивным. В  действительности эта эффективность 

может быть ещё выше, поскольку одна молекула 
восстановленного коэнзима Q10 способна утилизи-
ровать два свободных радикала, действуя снача-
ла как СoQ10H2, а затем  – как СoQ10H• (реакции  (2) 
и (3)). Тем не менее конкретные механизмы анти-
оксидантной защиты частиц ЛНП и участия раз-
личных природных антиоксидантов в регуляции 
процессов СРО в частицах ЛНП нуждаются в до-
полнительном экспериментальном обосновании.
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Разработан подход для определения каталитической активности главной протеазы SARS-CoV-2 
(Mpro), основанный на регистрации площади пика электрохимического окисления остатка тиро-
зина модельного пептидного субстрата CGGGAVLQSGY, иммобилизованного на поверхности пе-
чатного графитового электрода (ПГЭ), модифицированного наночастицами золота (AuНЧ). AuНЧ 
были получены методом электросинтеза. Определены параметры стационарной кинетики Mpro 
по отношению к модельному пептиду: константа каталитическая (kcat)  – (3,1  ±  0,1) · 10−3  c−1; кон-
станта Михаэлиса (KM)  – (358  ±  32) · 10−9  М; эффективность катализа (kcat/KM)  – 8659  c−1/М. Предел 
обнаружения (LOD) для Mpro с помощью разработанной электрохимической системы был опре-
делён как 44  нМ. Разработанный подход перспективен для поиска новых ингибиторов Mpro 
в  качестве лекарственных препаратов для лечения коронавирусных инфекций.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протеаза Mpro, электроокисление тирозина, модифицированные электроды, 
наночастицы золота, модельный пептид.

DOI: 10.31857/S0320972525010095 EDN: CPGXII

Принятые сокращения: ПГЭ  – печатный графитовый электрод; AuНЧ  – наночастицы золота; DABCYL  – 
4-((4-(диметиламино)фенил)азо)бензоевая кислота; EDANS  – 5-((2-аминоэтил)амино)нафтален-1-cульфоновая 
кислота; FRET  – фёрстеровский резонансный перенос энергии.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Главные протеазы коронавирусов (Mpro), также 
известные как 3C-подобные протеазы (3CLpro) или 
неструктурные белки  5 (Nsp5), являются высоко-
консервативными ферментами группы цистеино-
вых протеаз, играющих важную роль в жизненном 
цикле β-коронавирусов, в том числе коронавиру-
са, вызывающего тяжёлый острый респиратор-
ный синдром 2 (SARS-CoV-2) [1, 2]. Функция данной  
группы ферментов состоит в посттрансляционном 
процессинге белков pp1a и pp1b, необходимых для 
процессов инвазии, репликации и транскрипции 
вирусов  [1, 3, 4]. Mpro SARS-CoV-2 (EC 3.4.22.69)  – го-
модимерный фермент, на 96% идентичный Mpro 

коронавируса тяжёлого острого респираторного 
синдрома (SARS-CoV)  [5]. Этот фермент является 
перспективной мишенью для действия лекар-
ственных препаратов для лечения коронавирус-
ных инфекций  [6]. Mpro обладает рядом уникаль-
ных свойств, что может быть использовано для 
разработки эффективных и селективных препа-
ратов для лечения коронавирусных инфекций, в 
том числе коронавирусного инфекционного забо-
левания 2019  года (COVID-19), не оказывающих 
побочного эффекта на протеазы хозяина  [2, 7–9]. 
Так, например, в связи с отсутствием гомологов 
Mpro среди протеаз в клетках человека, обладаю-
щих специфичностью, схожей с таковой для ко-
ронавирусной протеазы, перспективными соеди-
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нениями для лечения коронавирусных инфекций 
являются пептидомиметики  [6]. Предполагает- 
ся, что использование Mpro, имеющей высокую 
консервативность аминокислотной последова-
тельности и структуры, в качестве мишени для 
терапии коронавирусных инфекций может по-
зволить снизить риск устойчивости к терапии 
новых вариантов коронавирусов  [10,  11]. В связи 
с необходимостью быстрого поиска эффектив-
ной стратегии фармакотерапии коронавирусных 
инфекций в условиях пандемии, ряд препаратов, 
ингибирующих Mpro, был одобрен Управлением 
по санитарному надзору за качеством пищевых 
продуктов и медикаментов (FDA) для примене-
ния в клинической практике. Однако многие из 
одобренных препаратов не соответствуют опти-
мальным параметрам биодоступности, токсично-
сти и эффективности  [12]. Более того, появление 
новых штаммов вирусов, в том числе имеющих 
мутантные формы Mpro, обусловливает их резис-
тентность к одобренным препаратам и делает 
необходимым поиск новых противовирусных 
препаратов для лечения коронавирусных инфек- 
ций  [12,  13].

Представленные в литературе значения кине-
тических параметров Mpro находятся в широком 
диапазоне. Отсутствие консенсуса о кинетических 
параметрах данного фермента усложняет объек-
тивную и точную оценку ингибиторных свойств 
новых соединений  [7]. На данный момент суще-
ствуют различные подходы к изучению свойств 
протеаз, основанные на использовании в каче-
стве субстратов меченых пептидов  [14]. Ранее 
для изучения кинетики Mpro были использованы 
методы, основанные на фёрстеровском резонанс-
ном переносе энергии (FRET) и жидкостной хро-
матографии с масс-спектрометрией (LC-MS), при 
этом последний подход характеризуется высокой 
трудоёмкостью  [7]. Подходы с использованием 
FRET также имеют ряд недостатков, таких как 
искажение реальных значений кинетических 
параметров фермента из-за снижения фактиче-
ской интенсивности флуоресценции вследствие 
межмолекулярных взаимодействий молекулы 
гасителя, 4-((4-(диметиламино)фенил)азо)бензое-
вой кислоты (DABCYL), и флуорофора, 5-((2-амино
этил)амино)нафтален-1-cульфоновой кислоты 
(EDANS)  [1,  7]. Кроме того, использование суб-
стратов, меченных парами гаситель-флуорофор, 
сопряжено с трудоёмким процессом их синтеза 
и низкой стабильностью при длительном хране-
нии  [1,  7,  15,  16]. В связи с этим представляется 
актуальной разработка новых, высокоэффектив-
ных и удобных в практическом использовании 
систем для определения протеазной активности 
Mpro, позволяющих охарактеризовать кинетиче-
ские параметры данного фермента и проводить 

анализ ингибиторной активности новых соеди-
нений, перспективных для лечения COVID-19  [1, 
16, 17].

Электрохимические системы, основанные на 
использовании модельных пептидов для опреде-
ления каталитической активности протеаз, име-
ют особое значение, поскольку обладают высокой 
чувствительностью и малым объёмом исполь-
зуемого аналита  [16,  18,  19]. Распространённым 
принципом электрохимических систем для опре-
деления протеазной активности является подход 
«Signal-off», позволяющий регистрировать актив-
ность протеаз по снижению сигнала (тока и/или 
площади пика) электрохимического окисления 
или восстановления дополнительных редокс-
меток, включённых в состав иммобилизованных 
на поверхности электрода пептидов. Несмотря 
на то что подобный подход широко применяется 
на практике, введение дополнительных меток в 
состав пептидов усложняет процесс их синтеза, а 
также может влиять на кинетические параметры 
ферментов и снижать стабильность аналитиче-
ской системы [20–22]. Таким образом, актуальной 
задачей является разработка и повышение ста-
бильности электрохимических систем без исполь-
зования синтетических меток для определения 
активности протеаз.

Известно, что ряд аминокислот обладает спо-
собностью к необратимому электрохимическому 
окислению  [23–27], что может быть использова-
но для регистрации каталитической активности  
протеаз электрохимическими методами. Так, ти-
розин подвергается электрохимическому окисле-
нию в соответствии со схемой  1.

Ранее мы разработали электрохимическую 
систему для определения активности и специ-
фичности трипсина, основанную на регистра-
ции уменьшения площади пика электрохими-
ческого окисления остатка тирозина модельных 
пептидов, иммобилизованных на поверхности 
печатного графитового электрода (ПГЭ), после 
их протеолитического расщепления  [28]. Пре-
имуществом такого подхода является отсутствие 
необходимости введения дополнительной син-
тетической редокс-метки в процессе получения 
пептидов. Мы предположили, что аналогич-
ный подход может быть применён для создания 
электрохимической системы для определения 

Схема 1. Предполагаемый механизм электрохимиче-
ского окисления тирозина
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активности Mpro. Таким образом, целью настоя-
щей работы явилась разработка электрохими-
ческой системы для определения активности  
Mpro, основанной на регистрации площади пика 
электрохимического окисления остатка тирозина 
модельного пептида, иммобилизованного на по-
верхности ПГЭ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы. В данной работе были использова-
ны следующие реактивы: золотохлористоводород-
ной (III) кислоты тригидрат от «Alfa Aesar» (Герма-
ния); дигидрофосфат калия (≥  99%), гидрофосфат 
калия тригидрат (≥  99%), хлорид натрия (99,5%) 
от «Acros Organics» (США); глицерин (≥  99%) от 
«PanReac AppliChem» (Испания); соляная кислота 
(30%) от «Sigma-Aldrich» (США); N-9-фторенил-
метоксикарбонил (Fmoc)-аминокислоты (≥  99%), 
O-(1H-6-хлорбензотриазол-1-ил)-1,1,3,3-тетраметил
уроний гексафторфосфат (HCTU) (≥  98%), 2,4,6-три-
метилпиридин (TMP) (≥  99%), 4-метил-пипери-
дин (Mpip) (≥  98%) от «Novabiochem» (Германия); 
трифторуксусная кислота (99%), ацетонитрил 
(≥  99,9%) и анизол (99%) от «Sigma-Aldrich» (Герма-
ния); 3,6-диоксо-1,8-октандитиол (95%) от «Sigma-
Aldrich» (США); триизопропилсилан (98%) от 
«Merck» (Германия); N,N-диметилформамид (DMF) 
(≥  99,9%), метил-трет-бутиловый эфир (≥  98%) и 
петролейный эфир 70-100 (≥  95%) от «ЭКОС-1» 
(Россия); Mpro коронавируса SARS-CoV-2 (рекомби-
нантный белок, лиофилизированный порошок, 
чистота по SDS-PAGE ≥  90%) от «Sigma-Aldrich» 
(США), кат.  #  SAE0172. Лиофилизированную Mpro 
разводили, в соответствии с рекомендацией про-
изводителя, в 100  мкл дистиллированной воды, 
содержащей 10% глицерина. Полученный раствор 
Mpro с концентрацией белка 59,2  мкМ разделяли 
на аликвоты и хранили при −20  °C.

Синтез модельного пептида. Пептид с ами-
нокислотной последовательностью CGGGAVLQSGY 
был получен методом твердофазного синтеза с 
использованием Fmoc-защищённых аминокис-
лот в DMF, HCTU/TMP и Mpip на системе Overture 
(«Protein Technologies», США), как было описано 
ранее [29]. Снятие защиты и отщепление пептида 
проводились путём инкубации с кислотным кок-
тейлем (91,5% трифторуксусной кислоты, 2,5% 
анизола, 2,5% воды, 2,5% 3,6-диоксо-1,8-октанди-
тиола, 1% триизопропилсилана) в течение 2  ч 
при комнатной температуре. Затем в раствор 
пептида добавляли восьмикратный объём сме-
си метил-трет-бутилового эфира и петролейного 
эфира (1  :  2 по объёму), полученную суспензию 
инкубировали в течение 30  мин при температу- 
ре −20  °C. Далее суспензию пептида центрифуги-

ровали при 4  °C и 4000  g в течение 10 мин, а затем 
удаляли супернатант и растворяли пептид в сме-
си вода-ацетонитрил (1  :  1 по объёму). Получен-
ный раствор пептида анализировали с помощью 
жидкостной хроматографии и масс-спектроме-
трии с электроспрейной ионизацией на хромато-
графе Agilent ChemStation 1200 Series с масс-спек-
трометром Agilent 1100 Series LC/MSD Trap XCT 
Ultra. Полученный пептид очищали с помощью 
высокоэффективной жидкостной хроматографии, 
используя хроматограф Agilent ChemStation 1200 
Series с масс-спектрометром Agilent 6100 Series 
Quadrupole LC/MS.

Электроды и электрохимическое оборудо-
вание. В данной работе были использованы ПГЭ 
с графитовым рабочим (геометрическая площадь 
0,0314  см2) и вспомогательным электродами, а 
также хлоридсеребряным (Ag/AgCl) электродом 
сравнения, полученные от «КолорЭлектроникс» 
(Москва, Россия).

Электрохимические измерения проводились 
с использованием потенциостата/гальваностата 
μStat 400 («Metrohm Autolab BV», Нидерланды) с 
программным обеспечением DropView 8400.

Все потенциалы в работе приведены относи-
тельно Ag/AgCl электрода сравнения.

Модификация ПГЭ наночастицами золота 
(AuНЧ) и иммобилизация модельного пептида. 
AuНЧ для модификации рабочих ПГЭ были полу-
чены методом электросинтеза по методике, опи-
санной ранее  [30]. Кратко: в горизонтальном ре-
жиме на поверхность ПГЭ наносили 60  мкл 5  мМ 
HAuCl4 в 0,1  М  HCl. Электросинтез проводился при 
потенциале рабочего электрода −0,5  В в течение 
180  с. После проведения электросинтеза раствор 
смывался с поверхности электрода дистиллиро-
ванной водой. Иммобилизация модельного пеп-
тида с аминокислотной последовательностью 
CGGGAVLQSGY на поверхности модифицирован-
ных AuНЧ рабочих электродов осуществлялась за 
счёт образования химических связей между мер-
каптогруппами N-концевых остатков цистеина 
молекул модельного пептида и AuНЧ. Для этого 
на поверхность модифицированных AuНЧ рабо-
чих электродов наносили 50 мкл водного раствора 
пептида с концентрацией 0,5–6  мМ. Электроды с 
нанесённым раствором пептида инкубировались 
в течение 2  ч при 4  °C. После инкубации элек-
троды отмывались от несвязанного модельного 
пептида дистиллированной водой.

Определение протеазной активности Mpro. 
Определение протеазной активности Mpro про-
водилось по регистрации уменьшения площади 
пика электроокисления остатка тирозина в мо-
дельном пептиде CGGGAVLQSGY, иммобилизован-
ном на поверхности ПГЭ, модифицированных 
AuНЧ (ПГЭ/AuНЧ), вследствие протеолитического 
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расщепления пептидной связи, образованной кар-
бонильной группой остатка глутамина и амино-
группой остатка серина. Для этого на поверх-
ность ПГЭ/AuНЧ с иммобилизованным пептидом 
наносили 25  мкл 0,1  М калий-фосфатного буфера 
(pH  7,4), содержащего 20% глицерина (по объё-
му) и различные концентрации Mpro (0–1500  нМ). 
ПГЭ/AuНЧ инкубировались при 37  °C в диапазоне 
300–1200  с. После инкубации раствор смывался 
с поверхности ПГЭ/AuНЧ дистиллированной во-
дой. Далее, на ПГЭ/AuНЧ с иммобилизованным 
пептидом наносили 60  мкл 0,1  М калий-фосфат-
ного буфера (pH  7,4), содержащего 50  мМ  NaCl, с 
последующей регистрацией методом цикличе-
ской вольтамперометрии площади пика окисле-
ния остатков тирозина в области 0,55  В. Цикли-
ческие вольтамперограммы регистрировались 
в диапазоне потенциалов от 0,35 до 0,7  В и ско-
рости сканирования 50  мВ/с. Площади пиков, 
соответствующих окислению остатка тирозина 
иммобилизованного пептида, рассчитывались 
после приведения вольтамперометрической кри-
вой к базовой линии с помощью программного 
обеспечения DropView 8400 к потенциостату/
гальваностату. Все электрохимические измере-
ния проводились при комнатной температуре  
(22  ±  3  °C).

Поверхностная концентрация электроактив-
ного модельного пептида рассчитывалась по 
уравнению  1  [31]:

Г0  = 
Q

nFA
,	 (1)

где Г0  – поверхностная концентрация электроак-
тивного модельного пептида на поверхности элек-
трода (моль/см2); Q  – заряд, рассчитанный путём 
интегрирования окислительного пика остатка ти-
розина модельного пептида (Кл); n  – количество 
электронов, участвующих в электрохимическом 
процессе (для остатка тирозина равно 2); F  – по-
стоянная Фарадея (96  485  Кл/моль); A  – площадь 
поверхности электрода (см2).

Расчёт Г0 проводился в начальный момент 
времени и после время-зависимой инкубации 
иммобилизованного модельного пептида на  
ПГЭ/AuНЧ с ферментом (Г0,  t).

Доля нерасщеплённого модельного пептида, 
иммобилизованного на поверхности ПГЭ/AuНЧ, 
выражалась как отношение Г0,  t к значению Г0, 
умноженное на 100%, в соответствии с уравне-
нием  2:

Нерасщеплённый пептид,  %  = 
Г0, t

Г0
  ×  100%,	 (2)

где Г0,  t  – поверхностная концентрация электроак-
тивного пептида на поверхности ПГЭ/AuНЧ после 
время-зависимой инкубации с Mpro (моль/см2).

Доля расщеплённого модельного пептида по-
сле инкубации с Mpro (θ) рассчитывалась по урав-
нению  3  [32]:

θ  =  1  − 
Г0, t

Г0
,	 (3)

где θ  – доля расщеплённого модельного пептида.
Зависимости θ от времени инкубации  (t) им-

мобилизованного на ПГЭ/AuНЧ модельного пеп-
тида с различными концентрациями Mpro были 
аппроксимированы экспоненциальной функцией 
в соответствии с уравнением  4  [33]:

θ  =  a[1  −  e−tkeff],	 (4)

где a  – предельное значение доли расщеплённого 
пептида при индивидуальной концентрации Mpro, 
представляющее собой горизонтальную асимпто-
ту, к которой стремится график зависимости θ от t 
при неполном расщеплении модельного пептида; 
e  – экспонента (2,718); t  – время инкубации (с); 
keff  – эффективная константа скорости (с−1).

Тангенсы начальных линейных участков 
зависимостей θ от t при каждой концентрации 
Mpro соответствовали значениям keff. Далее из 
зависимости keff от концентрации Mpro, аппрок-
симированной гиперболической функцией, были 
определены значения константы каталитической 
(kcat) и константы Михаэлиса (KM) в соответствии 
с уравнением  5  [32,  33]:

keff  = 
kcat

1 + (KM / [E])
,	 (5)

где kcat  – константа каталитическая  (с−1), KM  – кон-
станта Михаэлиса  (М), [E]  – концентрация фер-
мента  (М).

Математическая и статистическая обра-
ботка данных. Построение и анализ кривых вы-
полнены с помощью программы OriginPro (вер-
сия  8.1). Статистическая обработка данных была 
произведена с помощью программного обеспече-
ния Microsoft Office Excel 2019. Все измерения про-
водили не менее трёх раз. Представлены средние 
значения  ± стандартные отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Дизайн электрохимической системы для 
определения активности Mpro. Для разработки 
электрохимической системы были выбраны ПГЭ, 
модифицированные AuНЧ (ПГЭ/AuНЧ). ПГЭ позво-
ляют проводить анализ ферментативной актив-
ности, не требующий трудоёмкой предподготовки 
и позволяющий использовать небольшие объёмы 
аналита  [34]. Возможность модификации ПГЭ на-
номатериалами позволяет создавать поверхность,  
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Схема 2. Фрагмент пептида, расщепляемого Mpro, где 
P1  – остаток глутамина; P1′  – остаток аминокислоты, 
имеющей небольшой радикал (серин, аланин или 
глицин); P2 – гидрофобный аминокислотный остаток 
(лейцин, фенилаланин или валин). Стрелкой пока-
зан сайт расщепления под действием Mpro

подходящую для иммобилизации биологических 
молекул, в том числе ферментов, миниатюризо-
вать аналитическую систему, а также повысить 
её чувствительность и селективность  [34]. AuНЧ 
обладают оптимальным набором физико-хими-
ческих свойств, таких как электропроводимость, 
биосовместимость, а также удобство синтеза и 
функционализации путём формирования стабиль-
ных и прочных связей с тиольными группами 
биологических молекул  [35–38]. В данной работе 
AuНЧ были получены методом электросинтеза на 
рабочем электроде при восстановлении AuCl4− до 
Au0  +  4Cl− из 60  мкл 5  мМ  HAuCl4 в 0,1  М  HCl при 
потенциале −0,5  В в течение 180  с. Размер полу-
ченных AuНЧ на поверхности ПГЭ составлял 100–
700 нм, что было показано нами ранее с помощью 
метода сканирующей электронной микроскопии 
(СЭМ)  [28].

Нами была смоделирована последователь-
ность пептида в качестве субстрата Mpro для по-
следующей иммобилизации на поверхности ПГЭ/
AuНЧ. В ряде работ была исследована субстрат-
ная специфичность Mpro и было показано, что фер-
мент расщепляет пептидную связь, образованную 
карбонильной группой глутамина, при этом ами-
ногруппа должна принадлежать остатку амино-
кислоты, имеющей небольшой радикал (серин, 
аланин или глицин), и, кроме того, до остатка 
глутамина должен располагаться гидрофобный 
аминокислотный остаток (лейцин, фенилаланин 
или валин)  [39–42] (схема  2). Остатки глутамина 
и аминокислот в положении  P1′ и P2 имеют наи-
более важное значение для протеазной активно-

сти  Mpro. Аминокислотные остатки, окружающие 
описанную консенсусную последовательность, 
менее консервативны и необходимы для распо-
знавания и стабильного связывания субстрата. 
Показано, что последовательность AVLQS наи-
более эффективно расщепляется Mpro в условиях 
in  vitro  [3, 43, 44].

Для иммобилизации пептида на поверхности 
ПГЭ/AuНЧ в аминокислотную последовательность 
смоделированного пептида был включён N-конце-
вой остаток цистеина, таким образом, меркапто-
группа цистеина формировала химическую связь 
с AuНЧ  [45,  46]. Последовательность аминокис-
лот, выступающая в качестве природного спей-
сера, придаёт пептиду большую подвижность и 
обеспечивает более высокую плотность пептида, 
иммобилизованного на поверхности электрода 
[18,  47,  48], в связи с этим в модельный пептид 
были включены три остатка глицина. В качестве 
природной редокс-метки был выбран остаток ти-
розина, обладающий способностью подвергаться 
необратимому электрохимическому окислению, 
что может быть зарегистрировано электрохими-
ческими методами [27,  49,  50]. Таким образом, был 
смоделирован и получен методом твердофазного 
синтеза пептид с аминокислотной последователь-
ностью CGGGAVLQSGY, способный расщепляться 
под действием Mpro с образованием октапептида 
CGGGAVLQ и трипептида SGY.

Дизайн модификации электродов AuНЧ и 
иммобилизации пептида представлен на рис.  1.

После инкубации ПГЭ/AuНЧ с различными 
концентрациями пептида (0–6  мМ) и отмывки 
неиммобилизовавшихся молекул был зарегистри-
рован пик в области 0,55  В методом циклической 
вольтамперометрии, соответствующий электро-
химическому окислению остатков тирозина моле-
кул модельного пептида (рис.  2).

Известно, что высокая плотность пептида 
на поверхности электрода может приводить к 
стерическим ограничениям протеазного расщеп-
ления пептида, а также снижать соотношение 

Рис. 1. Модификация ПГЭ AuНЧ, полученными электросинтезом, и иммобилизация модельного пептида 
CGGGAVLQSGY за счёт образования химической связи между меркаптогруппой цистеина и AuНЧ. Стрелкой 
показан сайт расщепления пептида под действием Mpro
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Рис.  2. Циклические вольтамперограммы ПГЭ/AuНЧ 
после инкубации с различными концентрациями 
модельного пептида CGGGAVLQSGY (0–6  мМ) в тече-
ние 2  ч при 4  °C. Измерения проводились в 60  мкл 
0,1 М калий-фосфатного буфера (pH 7,4), содержащего 
50 мМ NaCl. Скорость сканирования 50 мВ/с. Стрелка 
показывает направление сканирования

Рис.  3. Зависимость поверхностной концентрации 
(Г0) электроактивного пептида CGGGAVLQSGY от его 
концентрации в растворе, наносимом на ПГЭ/AuНЧ 
с последующей инкубацией в течение 2  ч при 4  °C. 
Представлены средние значения из не менее трёх 
повторов экспериментов  ± стандартные отклонения

Рис.  4. Циклические вольтамперограммы ПГЭ/
AuНЧ с иммобилизованным модельным пептидом 
CGGGAVLQSGY после инкубации с различными кон-
центрациями Mpro (0–1500  нМ) в течение 1200  с при 
37  °C. Измерения проводились в 60 мкл 0,1 М калий-
фосфатного буфера (pH 7,4), содержащего 50 мМ NaCl. 
Скорость сканирования 50  мВ/с. Стрелка показывает 
направление сканирования

сигнал/шум при электрохимических измерени-
ях  [51]. В  работе Anne et  al. при иммобилизации 
модельных пептидов на поверхности электродов 
Ultra-Flat TS-Gold Rotating Disc Electrodes для иссле-
дования активности трипсина и тромбина было 
показано, что при Г0  <  10  пмоль/см2 достигается 
плотность пептида на поверхности электрода, 
способствующая эффективному протеолизу за 
счёт снижения вероятности межмолекулярных 
взаимодействий пептидов  [32]. В связи с этим 
нами была проанализирована зависимость Г0 от 
концентрации пептида, наносимого на поверх-
ность ПГЭ/AuНЧ для иммобилизации (рис.  3).

На основании зависимости, представленной 
на рис.  3, мы предположили, что 1,5  мМ кон-
центрация пептида, наносимого на ПГЭ/AuНЧ, 
при которой достигается значение  Г0, равное 
5,4  ±  0,1  пмоль/см2, является оптимальной, по-
скольку при больших значениях  Г0 плотность 
пептида на поверхности электрода может пре-
пятствовать эффективному протеазному расщеп-
лению, а меньшей концентрации может быть 
недостаточно для регистрации кинетики фермен-
тативной реакции из-за более быстрого исчерпа-
ния пептида. Таким образом, для дальнейшего 
исследования протеолитической активности Mpro 
была выбрана концентрация пептида, наноси-
мого на ПГЭ/AuНЧ для его иммобилизации, рав-
ная  1,5  мМ.

Для оценки возможности электрохимической 
регистрации протеолитической активности Mpro 
мы провели инкубацию ПГЭ/AuНЧ с иммобили-
зованным пептидом в присутствии различных 
концентраций Mpro (0–1500  нМ) во временном 

диапазоне 300–1200  с при 37  °C. Как видно на 
рис.  4, при увеличении концентрации фермента 
после инкубации в течение 1200  с регистрируется 
уменьшение тока и площади пика электрохими-
ческого окисления остатка тирозина в области 
0,55  В, что свидетельствует о протеолитическом 
расщеплении пептида с высвобождением тиро-
зин-содержащего фрагмента (SGY).

В соответствии с уравнением 2 мы определи-
ли значение доли нерасщеплённого пептида (%) 
при его инкубации с различными концентрация-
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Рис. 5. Зависимости доли нерасщеплённого пепти-
да CGGGAVLQSGY  (%) от времени его инкубации  (t) с 
различными концентрациями Mpro (0–1500 нМ). Пред-
ставлены средние значения из не менее трёх повто-
ров экспериментов  ± стандартные отклонения

Рис. 6. Зависимость доли нерасщеплённого пептида 
(%) от логарифма концентраций Mpro. Представлены 
средние значения из не менее трёх повторов экспе-
риментов  ± стандартные отклонения

ми Mpro (0–1500  нМ) в диапазоне 300–1200  с при 
37  °C (рис.  5).

Из представленной зависимости доли нерас-
щеплённого пептида от  t видно, что при увели-
чении концентрации Mpro увеличивается доля 
расщеплённого пептида (θ). При этом после инку-
бации ПГЭ/AuНЧ с иммобилизованным пептидом 
с раствором без Mpro практически не наблюдает-
ся снижения площади пика электрохимического 
окисления остатка тирозина модельного пептида 
в заданном диапазоне времени. Выбранный диа-
пазон концентраций Mpro, при котором регистри-
руется время-зависимое расщепление пептида, 
был использован для дальнейшего определения 
кинетических параметров Mpro.

Таким образом, была показана возможность 
регистрации активности Mpro с помощью разрабо-
танной электрохимической системы.

Мы определили аналитические характери-
стики разработанной электрохимической систе-
мы. Зависимость доли нерасщеплённого пепти-
да (%) от логарифма концентраций Mpro имела 
линейный характер и описывалась уравнением  
вида: y  =  −(17,752  ±  1,827)x  +  (101,19  ±  4,69) со зна-
чением R2  =  0,9303 (рис.  6). Из данного уравнения 
был рассчитан предел обнаружения (LOD) для Mpro 
с учётом трёхкратного стандартного отклонения 
среднего значения площади пика окисления ти-
розина (3σ) как 44  нМ. Коэффициент вариации 
(CV) был рассчитан как 7% (n  =  3) для концентра-
ции Mpro, равной 1500  нМ. Для сравнения, в работе 
Sondag et  al. LOD для люминесцентного анализа с 
пептидным образцом, содержащим сайт специфи-
ческого расщепления Mpro, находился в диапазоне 
4–80  нМ  [52], а в работе Xu et  al. значение LOD 
составило 35  нМ для титрования с саморасщеп-

ляющимся флуоресцентным субстратом для обна-
ружения Mpro  [53].

Кинетический анализ протеазной активно-
сти Mpro. Для определения параметров стационар-
ной кинетики Mpro по отношению к модельному 
пептиду CGGGAVLQSGY с помощью разработан-
ной электрохимической системы применялась 
математическая модель для квазинасыщенных 
ферментных систем, в которых концентрация 
Mpro превышала значение концентрации иммо-
билизованного пептида  [54]. Зависимость  θ от  t 
в подобных гетерогенных ферментных системах 
является экспоненциальной и описывается урав-
нением  6  [32]:

θ  =  1  −  e−tkeff .	 (6)

Однако для соответствия экспериментально 
полученных данных этому уравнению значение  θ 
должно достигать 1, что соответствовало бы пол-
ному расщеплению иммобилизованного пептида. 
Поскольку в таких системах чаще всего не проис-
ходит полного расщепления иммобилизованного 
пептида, для аппроксимации зависимости  θ от  t 
было использовано уравнение  4, содержащее до-
полнительную переменную  a, соответствующую 
максимально возможному значению доли рас-
щеплённого пептида при заданной концентрации 
Mpro. Для иммобилизованного модельного пептида 
при различных концентрациях Mpro были получе-
ны зависимости θ от  t, представленные на рис. 7.

Значение  a после инкубации иммобилизо-
ванного на поверхности ПГЭ/AuНЧ модельного 
пептида в течение 1200  с при максимальной кон-
центрации Mpro, равной 1500  нМ, было рассчита-
но как 0,582, что согласуется с предположением  
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Рис. 7. Зависимости доли расщеплённого модель-
ного пептида CGGGAVLQSGY под действием Mpro  (θ) 
от времени инкубации  (t) с различными концентра-
циями фермента (50–1500  нМ). Представлены сред-
ние значения из не менее трёх повторов экспери-
ментов  ± стандартные отклонения

Рис.  8. Зависимость константы эффективной  (keff) 
от  концентрации Mpro, наносимой на поверх-
ность ПГЭ/AuНЧ с иммобилизованным пептидом 
CGGGAVLQSGY. Представлены средние значения из 
не менее трёх повторов экспериментов  ± стандарт-
ные отклонения

о неполном расщеплении пептида. Неполное 
расщепление иммобилизованного пептида под 
действием фермента может объясняться стери-
ческими ограничениями, возникающими из-за 
неравномерного покрытия пептидом структурно 
неоднородной поверхности рабочего электрода, а 
также наличия электрохимически инертных ком-
понентов в составе рабочего электрода, способ-
ных влиять на кинетику гетерогенных электро-
химических процессов  [55]. Кроме того, известно, 
что протеазной активностью обладает димерная 
форма Mpro, тогда как мономерная форма обладает 
более низкой каталитической активностью или 
неактивна  [56–58]. Таким образом, соотношение 
димерной и мономерной формы Mpro в растворе 
также может оказывать влияние на кинетику 
протеазного расщепления пептида в электрохи-
мической системе.

Из полученных зависимостей  θ от  t были 
рассчитаны значения keff. Зависимость keff от кон-
центрации Mpro имела гиперболический характер 
(R2  =  0,9948) и подчинялась уравнению  5, что ха-
рактерно для гетерогенных систем (рис.  8).

Из полученной зависимости, представленной 
на рис.  8, были рассчитаны kcat, KM и эффектив-
ность катализа, выраженная как kcat/KM, которые 
соответствовали значениям (3,1  ±  0,1) · 10−3  c−1, 
(358  ±  32) · 10−9  М и 8659  c−1/М соответственно. Мы 
сравнили кинетические параметры Mpro, полу-
ченные с помощью разработанной электрохими-
ческой системы, с аналогичными параметрами, 
полученными с помощью альтернативных систем 
для определения активности Mpro, основанных на 
использовании флуоресцентных методов и LC-MS. 
Так, в работе Sacco et  al. с помощью метода FRET 
были получены кинетические параметры Mpro, 

Mpro  с гистидиновой меткой и Mpro, содержащей 
дополнительные N-концевые остатки гистидина и 
метионина, по отношению к пептидному субстрату 
DABCYL-KTSAVLQSGFRKME(EDANS)  [59]. Значения 
kcat для этих ферментов находились в диапазоне 
от 0,01  с−1 до 0,21  с−1, значения KM  – от 27,8 · 10−6  М 
до 53,1 · 10−6  M, значения kcat/KM  – от 214  с−1/M до 
6689  с−1/M. В работе Rut et  al. аналогичные пара-
метры были получены для Mpro по отношению к 
различным пептидам с флуоресцентными метка-
ми, в том числе содержащим непротеиногенные 
аминокислоты (Ac-Abu-Tle-LQ-ACC, Ac-Thz-Tle-LQ-
ACC, Ac-VKLQ-ACC) [40]. Значения kcat находились в 
диапазоне от 0,050  с−1 до 0,178  с−1, значения KM – от 
189,5 · 10−6  М до 228,4 · 10−6  M, значения kcat/KM  – от 
219  с−1/M до 859  с−1/M. Поскольку в данной работе 
Mpro обладала низкой активностью по отношению 
к тетрапептидам, авторы синтезировали более 
длинные пептидные субстраты ACC-G-Abu-Tle-
LQSGFRK(DNP)K-NH2, ACC-G-Thz-Tle-LQSGFRK(DNP)-
K-NH2 и ACC-GVKLQSGFRK(DNP)K-NH2, содержащие 
пары гаситель-флуорофор. Для соответствующих 
субстратов были рассчитаны значения kcat/KM, на-
ходящиеся в диапазоне от 6755  с−1/M до 19  424  с−1/M. 
В работе Li et  al. для определения кинетических 
параметров Mpro и меченой Mpro были приме-
нены методы FRET и LC-MS. При этом значения 
kcat, KM и kcat/KM, полученные с использованием 
FRET по отношению к FRET-субстрату DABCYL-
KTSAVLQSFRKME(EDANS), были рассчитаны как 
0,23  ±  0,01  с−1, (34,2  ±  4,8) · 10−6  М и 6800  ±  976  с−1/М 
для немеченого фермента соответственно и 
0,9  ±  0,1 · 10−2  с−1, (139  ±  22,2) · 10−6  М и 67,5  ±  11,8  с−1/М 
для меченого фермента соответственно  [7]. Зна-
чения аналогичных параметров, полученных в 
данной работе для немеченой Mpro по отношению 
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Таблица  1. Параметры стационарной кинетики Mpro, полученные с помощью различных аналитических 
подходов

Фермент kcat, с−1 KM, M kcat/KM, с−1/M Субстрат Ссылка

Флуоресцентные методы

Mpro

0,16 (27,8  ±  5,2) · 10−6 5748 DABCYL-KTSAVLQSGFRKME(EDANS) [59]

0,178  ±  0,016 (207,3  ±  12) · 10−6 859  ±  57 Ac-Abu-Tle-LQ-ACC

[40]

0,144  ±  0,006 (189,5  ±  2,7) · 10−6 760  ±  50 Ac-Thz-Tle-LQ-ACC

0,050  ±  0,002 (228,4  ±  9,9) · 10−6 219  ±  3 Ac-VKLQ-ACC

не приведены не приведены 14  748  ±  684 ACC-G-Abu-Tle-LQSGFRK(DNP)K-NH2

не приведены не приведены 19  424  ±  1176 ACC-G-Thz-Tle-LQSGFRK(DNP)K-NH2

не приведены не приведены 6755  ±  208 ACC-GVKLQSGFRK(DNP)K-NH2

0,23  ±  0,01 (34,2  ±  4,8) · 10−6 6800  ±  976 DABCYL-KTSAVLQSFRKME(EDANS) [7]

Меченая 
Mpro

(0,9  ±  0,1) · 10−2 (139  ±  22,2) · 10−6 67,5  ±  11,8 DABCYL-KTSAVLQSFRKME(EDANS) [7]

0,21 (30,9  ±  3,8) · 10−6 6689 DABCYL-KTSAVLQSGFRKME(EDANS)
[59]

0,01 (53,1  ±  8,1) · 10−6 214 DABCYL-KTSAVLQSGFRKME(EDANS)

0,040 11  ·  10−6 3640 DABCYL-KTSAVLQSGFRKME(EDANS) [60]

LC-MS

Mpro 2,2  ±  0,07 (903,5  ±  86,9) · 10−6 2444  ±  248 TSAVLQSGFR [7]

Электрохимические системы

Mpro (3,1  ±  0,1) · 10−3 (358  ±  32) · 10−9 8659 CGGGAVLQSGY данная 
работа

Примечание. Abu  – аминомасляная кислота; ACC  – 7-амино-4-карбамоилметилкумарин; DNP  – 2,4-динитро-
фенил; Thz  – тиазолидин-4-карбоновая кислота; Tle  – 2-амино-3,3-диметилмасляная кислота.

к пептиду TSAVLQSGFR с применением метода 
LC-MS, были рассчитаны как 2,2  ±  0,07  с−1, (903,5  ± 
±  86,9) · 10−6  М и 2444  ±  248  с−1/М соответственно. 
В работе Abian et al. значения kcat, KM и kcat/KM Mpro 
с гистидиновой меткой по отношению к FRET-
субстрату DABCYL-KTSAVLQSGFRKME(EDANS) были 
рассчитаны как 0,040  с−1, 11 · 10−6  М и 3640  с−1/M 
соответственно  [60]. В табл.  1 суммированы па-
раметры стационарной кинетики, полученные с 
помощью альтернативных аналитических мето-
дов и электрохимической системы, разработан-
ной нами.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Коронавирусные протеазы, в частности, глав-
ная протеаза коронавирусов Mpro, являются потен-
циальной мишенью для терапии вирусных забо-

леваний, что обусловливает важность изучения 
свойств и поиска новых высокоэффективных ин-
гибиторов этих ферментов. Существующие на се-
годняшний день методы определения активности 
Mpro имеют ряд недостатков, среди которых необ-
ходимость использования меченых пептидных 
субстратов и высокая трудоёмкость аналитиче-
ского процесса. В связи с этим разработка новых 
аналитических подходов к определению актив-
ности Mpro является актуальной задачей. Нами 
была разработана электрохимическая система 
для определения активности Mpro, основанная на 
регистрации методом циклической вольтамперо-
метрии площади пика электрохимического окис-
ления остатка тирозина модельного пептида, 
иммобилизованного на поверхности ПГЭ/AuНЧ и 
использующегося в качестве субстрата. Смодели-
рованный пептид содержал N-концевой остаток 
цистеина для его ковалентной иммобилизации 
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на поверхности ПГЭ/AuНЧ, три остатка глицина 
в качестве спейсера, последовательность AVLQS 
(наиболее эффективно расщепляемую под дей-
ствием Mpro по пептидной связи, образованной 
карбонильной группой остатка глутамина и ами-
ногруппой остатка серина) и C-концевой дипеп-
тид, состоящий из остатков глицина и тирозина. 
Уменьшение площади пика электрохимического 
окисления остатка тирозина служило аналити-
ческим сигналом каталитической активности 
Mpro. LOD в разработанной системе был сопоста-
вим с аналогичным параметром других систем 
для определения активности Mpro. С помощью 
разработанного подхода нами были определены 
параметры стационарной кинетики Mpro по от-
ношению к модельному пептиду CGGGAVLQSGY. 
Полученные нами значения kcat и KM для Mpro по 
отношению к модельному пептиду CGGGAVLQSGY 
отличались от аналогичных параметров, полу-
ченных с помощью других аналитических под-
ходов. По-видимому, это связано с различной 
аминокислотной последовательностью пептид-
ных субстратов, которые использовались в на-
стоящей и вышеуказанных работах. Кроме того, в 
электрохимической системе пептидный субстрат 
находится в иммобилизованном на поверхности 
электрода состоянии. Однако значение kcat/KM для 
Mpro, которое было определено с помощью раз-
работанной нами электрохимической системы, 
находится в диапазоне значений данного пара-
метра, полученного с помощью вышеуказанных  

альтернативных систем для определения актив-
ности Mpro (67,5–19  424  с−1/М). Достоинством раз-
работанного подхода является отсутствие необхо-
димости включения дополнительной химической 
метки в пептидный субстрат. Мы полагаем, что 
разработанная электрохимическая система может 
быть использована для поиска новых ингибито-
ров  Mpro, перспективных для лечения коронави-
русных инфекций.
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Супрафизиологические концентрации кальципротеиновых частиц (КПЧ), нейтрализующих 
избыточные ионы Ca2+ и PO43− в крови, индуцируют провоспалительную активацию эндо-
телиальных клеток (ЭК) и моноцитов. В настоящей работе мы определили физиологиче-
ские уровни КПЧ (10  мкг/мл кальция, что соответствует увеличению концентрации Ca2+ в 
сыворотке или культуральной среде на 10%) и изучили, зависят ли патологические эффекты 
кальциевого стресса от формы доставки кальция (ионы Ca2+, альбуминовые или фетуиновые 
кальципротеиновые мономеры (КПМ-А/КПМ-Ф) и альбуминовые или фетуиновые кальципро-
теиновые частицы (КПЧ-А/КПЧ-Ф)). Добавление КПЧ-А или КПЧ-Ф к культурам ЭК приводило 
к повышению транскрипции провоспалительных генов (VCAM1, ICAM1, SELE, IL6, CXCL8, CCL2, 
CXCL1, MIF) и  стимулировало секрецию провоспалительных цитокинов (IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2 
и MIP-3α/CCL20) и про- и антитромботических молекул (PAI-1 и uPAR) в человеческих артери-
альных ЭК и моноцитах, хотя эти эффекты зависели от типа клеток и формы КПЧ. Свобод-
ные ионы Ca2+ и КПМ-А/КПМ-Ф вызывали менее выраженные и стохастические патологические 
эффекты. Внутривенное введение CaCl2, КПМ-А или КПЧ-А крысам линии Wistar увеличивало 
продукцию хемокинов (CX3CL1, MCP-1/CCL2, CXCL7, CCL11, CCL17), гепатокинов (гепассоцин, 
фетуин-А, FGF-21, GDF-15), протеаз (MMP-2, MMP-3) и ингибиторов протеаз (PAI-1) в систем-
ный кровоток. На основании полученных данных был сделан вывод о том, что молекулярные 
последствия кальциевого стресса для ЭК и моноцитов в значительной степени определяются 
формой доставки кальция внутрь клетки, при этом патологические последствия минерального 
стресса возникают даже при физиологических концентрациях КПЧ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: кальципротеиновые частицы, кальципротеиновые мономеры, ионы каль-
ция, кальциевый стресс, минеральный стресс, эндотелиальные клетки, моноциты, дисфункция 
эндотелия, провоспалительная активация эндотелия, системный воспалительный ответ.

DOI: 10.31857/S0320972525010104 EDN: CPGOFV

Принятые сокращения: БСФ  – фетуин-A из бычьей сыворотки; КПМ  – кальципротеиновые мономеры; 
КПМ-А  – альбуминовые КПМ; КПМ-Ф  – фетуиновые КПМ; КПЧ  – кальципротеиновые частицы; КПЧ-А  – аль-
буминовые КПЧ; КПЧ-Ф  – фетуиновые КПЧ; ФИТЦ  – изотиоцианат флюоресцеина; ФСБД  – фосфатно-солевой 
буфер по Дульбекко; ЭК  – эндотелиальные клетки.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Кальципротеиновые частицы (КПЧ) и каль-
ципротеиновые мономеры (КПМ) формируются 
в результате взаимодействия молекул фетуина-А 

с новообразованными кластерами фосфата каль-
ция. Формирование КПЧ, нейтрализующих избы-
точные ионы Ca2+ и PO43−, представляет собой 
один из основных механизмов регуляции мине-
рального гомеостаза [1–6]. Альбумин, являющийся 
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наиболее распространённым белком сыворотки, 
ответственен за выведение циркулирующих 
ионов Ca2+ [5, 7], тогда как фетуин-А действует как  
минеральный шаперон, стабилизируя фосфат 
кальция в виде коллоидных КПМ или способствуя 
их агрегации в корпускулярные КПЧ  [5,  7]. После 
своего формирования КПЧ удаляются из кровото-
ка эндотелиальными клетками (ЭК)  [8–15], моно-
цитами [13], а также макрофагами печени и селе-
зёнки [16–19]. Формирование КПМ и КПЧ является 
эволюционным механизмом, предотвращающим 
перенасыщение крови ионами Ca2+ и PO43− (напри-
мер, в результате костной резорбции) и препят-
ствующим внескелетной кальцификации  – пато-
логическому состоянию, часто встречающемуся 
у пациентов на поздних стадиях хронической 
болезни почек  [20–22]. В то же время интернали-
зация КПЧ ЭК и моноцитами/макрофагами и их 
растворение в лизосомах запускают цепь пато-
логических процессов, включающих увеличение 
концентрации цитозольного Ca2+, митохондриаль-
ный и эндоплазматический стресс, активацию 
сигнальных путей транскрипционного фактора 
NF-κB и высвобождение провоспалительных ци-
токинов (к примеру, IL-6, IL-8 и MCP-1/CCL2), что 
в конечном итоге способствует развитию хрони-
ческого стерильного воспаления низкой интен-
сивности  [8–19, 23–26]. Лечение селективным 
ингибитором фактора некроза опухоли (TNF)-α 
инфликсимабом снижало количество КПМ и КПЧ 
в сыворотке крови пациентов с аутоиммунными 
заболеваниями  [27], что свидетельствует об эф-
фективности противовоспалительной терапии в 
подавлении провоспалительной активации эндо-
телия и моноцитов/макрофагов, связанной с воз-
действием КПЧ.

В экспериментальных исследованиях приме-
няют различные концентрации КПЧ: от 25 мкг/мл 
[13, 15] до 100–200 мкг/мл кальция [16–18, 25, 28] в 
зависимости от типа клеток и продолжительности 
воздействия. Повышенная молярная концентра-
ция ионизированного кальция в сыворотке крови 
(Ca2+) является фактором риска инфаркта миокар-
да, ишемического инсульта и смерти от болезней 
системы кровообращения  [11,  29,  30]. Причиной 
инфаркта миокарда и ишемического инсульта яв-
ляется развитие атеросклероза, которое иниции-
руется активацией эндотелия и нарушением его 
целостности  [31–35]. Средний межквартильный 
интервал между рисковыми (верхними) и протек-
тивными (нижними) уровнями ионизированного 
кальция составляет 0,12  ммоль/л (приблизитель-
но 10% от среднего референсного значения или 
4,8  мкг/мл)  [11]; таким образом, для получения 
клинически значимых результатов количество 
кальция, добавляемого к клеточным культурам 
или вводимого экспериментальным животным, 

не должно превышать этих значений. Адекват-
ная количественная оценка физиологических доз 
КПЧ и КПМ должна учитывать их перерасчёт с 
учётом соответствующей массы ионизированного 
кальция (например, добавленного в виде CaCl2), 
чтобы обеспечить 10%-ное увеличение содержа-
ния ионизированного кальция в культуральной 
среде.

Хотя неблагоприятные последствия кальцие-
вого стресса достаточно хорошо описаны в лите-
ратуре  [36–38], остаётся неясным, определяются 
ли его патологические эффекты источником каль-
ция (свободные ионы Ca2+, коллоидные КПМ или 
корпускулярные КПЧ) или исключительно коли-
чеством кальция в микроокружении. Ранее сооб-
щалось, что стимуляция кальций-чувствитель-
ного рецептора путём увеличения концентрации 
внеклеточного Ca2+ способствует интернализации 
КПЧ, что приводит к активации инфламмасомы 
NLRP3 и сигнального пути IL-1β  [39]. Патологиче-
ские эффекты КПЧ во многом зависят от их кри-
сталличности (аморфные первичные КПЧ и кри-
сталлические вторичные КПЧ) и плотности (КПЧ 
высокой плотности, осаждающиеся при центри-
фугировании ≤  16  000  g, и КПЧ низкой плотности, 
не осаждающиеся при этих параметрах центри-
фугирования)  [40]. Уровни КПЧ высокой плотно-
сти в сыворотке крови положительно коррелиру-
ют с высоким содержанием провоспалительного 
цитокина эотаксина, тогда как уровни КПЧ низ-
кой плотности отрицательно коррелируют с кон-
центрацией другого провоспалительного цито-
кина IL-8  [40]. Увеличенный гидродинамический 
радиус КПЧ, который коррелирует с нарушением 
функции почек и возраст-зависимым сосудистым 
ремоделированием, связан со смертью от болез-
ней системы кровообращения у пациентов с забо-
леваниями периферических артерий  [41], а также 
с кальцификацией сосудов  [42] и с общей смерт-
ностью у пациентов с терминальной хронической 
почечной недостаточностью [43]. Воздействие КПЧ 
активирует ремоделирование сосудистой стенки, 
в том числе коллагеногенез, формирование вне-
клеточного матрикса  [44] и остеохондрогенную 
дифференцировку сосудистых гладкомышечных 
клеток, что в значительной степени зависит от 
распределения размеров частиц, минерального 
состава и кристалличности КПЧ  [45]. Недавние 
исследования продемонстрировали связь между 
увеличением концентрации КПЧ и ускоренной 
кристаллизацией КПЧ с хронической болезнью 
почек  [44], инфарктом миокарда с подъёмом сег-
мента ST [46] и смертью от болезней системы кро-
вообращения у пациентов с терминальной хро-
нической почечной недостаточностью  [47] или 
сахарным диабетом 2  типа  [48]. Удаление КПЧ из 
крови приводило к снижению активности хрони-
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ческого воспаления, дисфункции эндотелия, ги-
пертрофии левого желудочка и сосудистой каль-
цификации  [49]. Ингибирование кристаллизации 
КПЧ предотвращало кальцификацию аорты крыс, 
вызванную гиперфосфатемией  [50].

Количественная оценка КПЧ в основном ос-
новывается на определении концентрации каль-
ция на единицу объёма  [12, 14, 16]. Искусственно 
синтезированные магний-протеиновые частицы 
(МПЧ), не содержащие кальция, не показали 
существенной токсичности при их добавлении 
к культурам ЭК или внутривенном введении 
лабораторным животным  [11]. Это указывает на 
то, что именно концентрация кальция является 
основным фактором, определяющим последствия 
минерального стресса. Однако внутриклеточ-
ное распределение кальция может варьировать 
в зависимости от способа его доставки  – от ста-
бильного и контролируемого поступления ионов 
Ca2+ через мембрану клетки  [51,  52] до резкого и 
неконтролируемого повышения концентрации 
ионов Ca2+ в цитозоле после частичного раство-
рения КПЧ в лизосомах  [11]. Данные особенности 
метаболизма кальция могут существенно модули-
ровать транскрипцию генов ЭК при различных 
видах кальциевого стресса. По этой причине из-
учение патофизиологии нарушений минерально-
го гомеостаза требует понимания молекулярного 
ответа ЭК на различные формы доставки кальция 
(циркулирующие ионы Ca2+, КПМ и КПЧ).

В настоящем исследовании мы изучили, опре-
деляет ли форма доставки кальция реакцию ЭК и 
моноцитов на физиологически значимый мине-
ральный стресс, который был достигнут добавле-
нием 10 мкг/мл кальция (количество, достаточное 
для 10%-ного увеличения уровня ионизированного 
кальция) в культуральную среду или внутривен-
ным введением данной концентрации кальция 
крысам Wistar. Мы обнаружили, что инкубация 
первичных артериальных ЭК человека с альбу-
миновыми КПЧ (КПЧ-А) инициировала их про-
воспалительную активацию, которая проявлялась 
повышенным выделением провоспалительных 
цитокинов (IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2, MIP-3α, PAI-1, 
uPAR) и подтверждалась увеличением экспрес-
сии генов, кодирующих провоспалительные мо-
лекулы клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1, SELE) 
и провоспалительные цитокины (IL6, CXCL8, CCL2 
и CXCL1). Инкубация с фетуиновыми КПЧ (КПЧ-Ф) 
также способствовала высвобождению IL-6, IL-8 и 
MCP-1/CCL2 и повышала экспрессию генов, коди-
рующих вышеуказанные молекулы клеточной 
адгезии (VCAM1, ICAM1, SELE и SELP) и провоспа-
лительные цитокины (IL6, CXCL1 и MIF). Анало-
гичным образом инкубация моноцитов с КПЧ-А 
в условиях пульсирующего потока способствовала 
высвобождению IL-6, IL-8, MIP-1α/1β, MIP-3α, CXCL1, 

CXCL5, PAI-1, uPAR, NGAL и MMP-9. Добавление сво-
бодных ионов Ca2+ и альбуминовых КПМ (КПМ-А) 
вызывало лишь незначительные изменения ген-
ной экспрессии и выделения цитокинов первич-
ными артериальными ЭК и моноцитами. Внутри-
венное введение избытка ионов Ca2+ (в виде CaCl2), 
КПМ-А или КПЧ-А крысам линии Wistar вызывало 
системный воспалительный ответ, включавший 
повышение содержания цитокинов, гепатокинов 
и протеаз. Мы предполагаем, что патологические 
эффекты КПЧ in  vitro определяются локальным 
кальциевым стрессом после их растворения в 
лизосомах, в то время как воспалительный ответ 
на внутривенное болюсное введение кальция в 
меньшей степени зависит от формы его доставки. 
Тем не менее даже физиологические дозы КПЧ 
индуцировали провоспалительную активацию ЭК 
и моноцитов, а также системный воспалитель-
ный ответ in  vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Синтез и количественный анализ КПМ и 
КПЧ. Для приготовления смеси для синтеза КПМ 
и КПЧ 340  мг бычьего сывороточного альбумина 
(БСА, «Sigma-Aldrich», США) или 8 мг фетуина-A из 
бычьей сыворотки (БСФ, «Sigma-Aldrich») раство-
ряли в 4  мл физиологического раствора с после-
дующим добавлением 2  мл  Na2HPO4 (24  ммоль/л, 
«Sigma-Aldrich») и 2  мл  CaCl2 (40  ммоль/л, «Sigma-
Aldrich»). Смесь ресуспендировали после добавле-
ния каждого реагента. Конечные концентрации 
компонентов в смеси составляли 42  мг/мл для 
БСА и 1  мг/мл для БСФ (что эквивалентно меди-
анному уровню в сыворотке крови человека [11]), 
10  ммоль/л для CaCl2 (3,2  мг кальция) и 6  ммоль/л 
для Na2HPO4. Затем суспензию аликвотировали 
в 8  микропробирок (по 1  мл на пробирку), кото-
рые помещали в предварительно нагретый (37  °C) 
нагревательный блок (Термит, «ДНК-Технология», 
Россия) и инкубировали в течение 10  мин. После 
этой процедуры смесь содержала три источника 
кальция: свободные ионы Ca2+, КПМ (КПМ-А или 
КПМ-Ф, фетуиновые КПМ) и КПЧ (КПЧ-А или 
КПЧ-Ф).

Полученную суспензию распределяли по 
четырём ультрацентрифужным пробиркам (по 
2  мл на пробирку, «Beckman Coulter», США) и 
центрифугировали при 200  000  g (OPTIMA MAX-XP, 
«Beckman Coulter») в течение 1  ч для осаждения 
КПЧ-А/КПЧ-Ф, которые затем ресуспендировали 
в стерильной деионизированной воде в разведе-
нии 1  :  200 и визуализировали с помощью ска-
нирующей электронной микроскопии (S-3400N, 
«Hitachi», Япония) при ускоряющем напряже-
нии 10 или 30  кВ. КПЧ из атеросклеротических 
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бляшек и сыворотки крови человека инкуби-
ровали в культуральных флаконах («Wuxi NEST 
Biotechnology», КНР) в течение 6  недель после 
добавления 3  мл гомогената бляшек или 3  мл 
сыворотки, 1  ммоль/л CaCl2 и 1  ммоль/л Na2HPO4 
к 7  мл среды Игла, модифицированной по Дуль-
бекко (DMEM, «ПанЭко», Россия), содержащей 10% 
фетальной бычьей сыворотки (ФБС, «Capricorn 
Scientific», Германия), 1%  раствора L-глутамина, 
пенициллина и стрептомицина («Thermo Fisher 
Scientific», США) и 0,4% амфотерицина  B («Thermo 
Fisher Scientific»). Бляшки гомогенизировали в 
соответствии с описанной ранее методикой  [8]. 
После инкубации в течение 6  недель КПЧ осаж-
дали и визуализировали при помощи сканирую-
щей электронной микроскопии, в соответствии 
с описанной ранее методикой  [8]. Надосадок с 
КПМ-А/КПМ-Ф и свободными ионами Ca2+ перено-
сили в центрифужные концентраторы с порогом 
молекулярной массы 30  кДа («Guangzhou Jet Bio-
Filtration», КНР) и центрифугировали при 1800  g 
в течение 25  мин для разделения КПМ-А/КПМ-Ф 
(ретентат) и свободных ионов Ca2+ (фильтрат).

Концентрацию кальция в КПЧ-А/КПЧ-Ф, 
КПМ-А/КПМ-Ф и в виде свободных ионов Ca2+ из-
меряли посредством колориметрического анализа 
с использованием ортокрезолфталеинкомплек-
сона и диэтаноламина (CalciScore, «AppScience 
Products», Россия) после разведения образца 1  :  30, 
1  :  10 и 1  :  10 соответственно. Концентрацию 
альбумина измеряли с использованием набора 
BCA Protein Assay Kit («Thermo Fisher Scientific») 
после разведения 1  :  200 ретентата, содержа-
щего КПМ (фильтрат, содержащий свободные  
ионы Ca2+, не разбавляли). Спектрофотометрию 
(Multiskan Sky, «Thermo Fisher Scientific») прово-
дили на длине волны 575  нм (кальций) и 562  нм 
(альбумин). Все процедуры проводили в стериль-
ных условиях.

Оценка дозы. Количество кальция, необходи-
мое для 10%-ного увеличения содержания иони-
зированного кальция в среде, оценивали путем 
добавления 5, 10, 15 или 20  мкг кальция (в фор-
ме CaCl2), растворённого в водном растворе БСА 
(300  мг/мл, средняя концентрация альбумина в 
ретентате) или БСФ (28 мг/мл, средняя концентра-
ция фетуина-A в ретентате) на 1  мл бессывороточ-
ной культуральной среды (EndoLife, «AppScience 
Products») или путём добавления 10, 15, 20 или 
40  мкг кальция, растворённого в водном растворе 
БСА (300  мкг/мл), на 1  мл сыворотки крыс. Смесь 
ресуспендировали и инкубировали в течение 1  ч, 
после чего измеряли концентрацию ионизиро-
ванного кальция Ca2+ (Konelab 70i, «Thermo Fisher 
Scientific»). В качестве отрицательного контроля 
использовали среду EndoLife и сыворотку крыс без 
добавления CaCl2. Согласно нашему предыдущему  

исследованию, 10%-ное увеличение содержания 
ионизированного кальция (0,10–0,14  ммоль/л 
(от 4,0 до 5,6  мкг/мл); в среднем 0,12  ммоль/л 
(4,8  мкг/мл) для сыворотки человека) соответ-
ствует межквартильному интервалу между верх-
ним (рисковым) и нижним (протективным) квар- 
тилями.

Культивирование клеток. Первичные ЭК 
коронарной артерии человека (HCAEC, «Cell Appli
cations», США) и ЭК внутренней грудной артерии 
человека (HITAEC, «Cell Applications») культивирова-
ли во флаконах Т-75, согласно протоколу производи-
теля, в среде EndoBoost (EB1, «AppScience Products»), 
используя для пересева клеток 0,25%-ный раствор 
трипсина-ЭДТА («ПанЭко») и 10%-ный ФБС для ин-
гибирования трипсина. Непосредственно перед 
экспериментами среду EndoBoost заменяли на 
бессывороточную среду EndoLife, в промежутке 
дважды промывая клеточные культуры тёплым 
(37  °C) раствором фосфатно-солевого буфера по 
Дульбекко без Ca2+ и Mg2+ (ФСБД, «БиоЛот», Россия) 
для удаления остаточных компонентов сыворот-
ки. HCAEC и HITAEC культивировали параллельно 
в проточных камерах («Ibidi», Германия) или 6-лу-
ночных планшетах («Wuxi NEST Biotechnology») 
до  достижения конфлюэнтности.

Моноциты получали из крови 5 здоровых 
добровольцев (авторов исследования) путём по-
следовательного выделения мононуклеарных кле-
ток периферической крови в градиенте фиколла 
(1077  г/см3, «ПанЭко») с последующей положитель-
ной магнитной сепарацией CD14+ клеток с ис-
пользованием набора EasySep Magnet («STEMCELL 
Technologies», США) и набора для выделения моно-
цитов («STEMCELL Technologies»), в соответствии с 
инструкциями производителя, в стерильных усло-
виях. Количество моноцитов определяли с помо-
щью автоматического счётчика клеток Countess  II 
(«Thermo Fisher Scientific») и камер для подсчёта 
клеток («Thermo Fisher Scientific»).

Анализ интернализации. Для анализа интер-
нализации КПМ и КПЧ ЭК использовали КПМ-А 
и КПЧ-А, меченные флюоресцеинизотиоцианат-
меченым БСА (ФИТЦ-БСА, «Thermo Fisher Scientific») 
либо во время синтеза (путём добавления 750  мкг 
ФИТЦ-БСА в концентрации 5  мкг/мкл), либо после 
синтеза путём инкубации осаждённых КПЧ-А с 
125  мкг (25 мкл) ФИТЦ-БСА в течение 1  ч при 4  °C 
и инкубации 500  мкл ретентата (КПМ-А) с 250  мкг 
(50  мкл) ФИТЦ-БСА в течение 1  ч при 4  °C после 
перемешивания. Синтез КПМ-А и КПЧ-А проводи-
ли в темноте менее чем за 24  ч до эксперимента. 
После мечения осаждённые КПЧ-А ресуспенди-
ровали в ФСБД, центрифугировали при 13  000  g 
(Microfuge 20R, «Beckman Coulter») в течение 
10  мин для удаления несвязавшегося ФИТЦ-БСА и 
далее ресуспендировали в 400  мкл ФСБД.
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Ламинарный поток создавали с использова-
нием системы Ibidi Pump System Quad («Ibidi») 
с четырьмя отдельными проточными модулями 
(по одной камере на модуль) и набором Perfusion 
Set Yellow/Green («Ibidi»). Перед началом экспери-
мента HCAEC и HITAEC культивировали до дости-
жения конфлюэнтности в проточных камерах 
(350  000  клеток на камеру) и подвергали воздей-
ствию ламинарного потока (15  дин/см2) в бессы-
вороточной среде EndoLife в течение 24  ч. Затем 
меченные ФИТЦ КПМ-А и КПЧ-А добавляли в 
систему (10  мкг кальция на 1  мл среды; 150  мкг 
кальция на камеру). Всего было проведено три 
последовательных эксперимента: 1)  с использова-
нием КПМ-А и КПЧ-А, меченных ФИТЦ во время 
их синтеза; 2)  с использованием КПМ-А и КПЧ-А, 
меченных ФИТЦ после их синтеза; 3)  с исполь-
зованием немеченых КПМ-А и КПЧ-А. ЭК инку-
бировали с КПМ-А и КПЧ-А в течение 1  ч; ядра 
окрашивали красителем Hoechst 33342 (2  мкг/мл, 
«Thermo Fisher Scientific») в течение 5  мин. После 
тщательной промывки меченные ФИТЦ КПМ-А и 
КПЧ-А визуализировали с использованием кон-
фокальной микроскопии (LSM  700, «Carl Zeiss», 
Германия).

Для изучения колокализации лизосом и ме-
ченных ФИТЦ КПМ и КПЧ использовали КПМ-А, 
КПМ-Ф, КПЧ-А и КПЧ-Ф, меченные ФИТЦ, как опи-
сано выше. ФИТЦ-меченые КПМ-А, КПМ-Ф, КПЧ-А 
и КПЧ-Ф (10  мкг кальция на 1  мл среды, 4  мкг 
кальция на лунку) добавляли к конфлюэнтным 
культурам HCAEC и HITAEC в 8-луночных камерах 
(«Ibidi») на 3  ч. Затем культуральную среду заменя-
ли на свежую, содержащую pH-сенсор LysoTracker 
Red (1  мкмоль/л, «Thermo Fisher Scientific»), и 
инкубировали в течение 1  ч. В качестве контро-
ля использовали свободный ФИТЦ-БСА (60  мкг); 
ядра окрашивали Hoechst 33342 в течение 10  мин. 
После тщательной промывки меченные ФИТЦ 
КПМ-А, КПМ-Ф, КПЧ-А и КПЧ-Ф визуализировали 
с использованием конфокальной микроскопии.

Добавление свободных ионов Ca2+, КПМ 
и КПЧ к ЭК и моноцитам. Для исследования 
реакции ЭК на одинаковые концентрации каль-
ция в различных формах к конфлюэнтным 
культурам HCAEC и HITAEC на 24  ч добавляли 
ФСБД (контроль), свободные ионы Ca2+ (в форме 
CaCl2), КПМ (КПМ-А или КПМ-Ф) или КПЧ (КПЧ-А 
или КПЧ-Ф) (10  мкг кальция на 1  мл среды; 
20  мкг кальция на лунку 6-луночного планшета; 
n  =  18  лунок на группу). Для нивелирования по-
тенциальных защитных эффектов белков во все 
лунки в соответствующих экспериментах также 
добавляли БСА (12  мг; средняя масса альбумина 
в добавленных КПМ-А) или БСФ (0,33  мг; сред-
няя масса фетуина-А в КПМ-Ф). Среду EndoBoost 
заменяли на бессывороточную среду EndoLife 

непосредственно перед началом эксперимента.  
После инкубации в течение 24  ч клетки визуали-
зировали при помощи фазово-контрастной мик-
роскопии. После удаления среды клетки промыва-
ли холодным (4  °C) ФСБД и лизировали в реагенте 
TRIzol («Thermo Fisher Scientific») для выделения 
РНК, согласно протоколу производителя. Куль-
туральную среду центрифугировали при 2000  g 
(MiniSpin Plus, «Eppendorf», США) для удаления 
клеточного детрита, переносили в новые про-
бирки и замораживали при −80  °C.

Для оценки цитотоксичности различных 
форм кальциевого стресса проводили микроплан-
шетный колориметрический анализ с использо-
ванием водорастворимой соли тетразолия (WST-8) 
и окрашивание аннексином  V/пропидия йоди-
дом с последующей проточной цитометрией. Для 
оценки интенсивности клеточного метаболизма 
HCAEC и HITAEC культивировали в 96-луноч-
ных планшетах («Wuxi NEST Biotechnology») до 
достижения конфлюэнтности в среде EndoBoost 
с последующей её заменой на бессывороточную 
среду EndoLife и добавлением ФСБД (контроль), 
свободных ионов Ca2+ (в форме CaCl2), КПМ (КПМ-А 
или КПМ-Ф) или КПЧ (КПЧ-А или КПЧ-Ф) (10  мкг 
кальция на 1  мл среды; 2  мкг кальция на лунку 
96-луночного планшета; n  =  12  лунок на группу). 
После инкубации в течение 24  ч среду заменя-
ли на 100  мкл свежей бессывороточной среды 
EndoLife и добавляли 10  мкл реагента WST-8 
(«Wuhan Servicebio Technology», КНР) на 2  ч. Про-
дукты реакции детектировали посредством спек-
трофотометрии при длине волны 450  нм.

Для окрашивания аннексином  V/пропидия 
йодидом HCAEC и HITAEC культивировали в 6-лу-
ночных планшетах («Wuxi NEST Biotechnology») 
до состояния конфлюэнтности в среде EndoBoost 
с последующей её заменой на бессывороточную 
среду EndoLife и добавлением на 24  ч ФСБД (кон-
троль), свободных ионов Ca2+ (в форме CaCl2), КПМ 
(КПМ-А или КПМ-Ф) или КПЧ (КПЧ-А или КПЧ-Ф) 
(10  мкг кальция на 1  мл среды, 20  мкг кальция 
на лунку 6-луночного планшета). Затем ЭК отде-
ляли от культурального пластика с использова-
нием раствора Accutase («Capricorn Scientific») и 
анализировали с помощью набора для окраши-
вания аннексином  V/пропидия йодидом (ab14085, 
«Abcam», Великобритания), в соответствии с про-
токолом производителя. Проточную цитометрию 
выполняли с использованием прибора CytoFlex и 
программного обеспечения CytExpert («Beckman 
Coulter»).

Для анализа реакции моноцитов 350  000  кле-
ток в каждой камере инкубировали в бессыво-
роточной среде EndoLife с равными концентра-
циями свободных ионов Ca2+ (CaCl2), КПМ-А или 
КПЧ-А (10  мкг кальция на 1  мл среды; 150  мкг 
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кальция на камеру; n  =  5  доноров/проведений  
эксперимента на группу) в системе пульсирую-
щего потока с использованием вышеупомянуто-
го набора для перфузии на 24  ч. В качестве кон-
троля использовали ФСБД; также во все камеры 
добавляли БСА (87  мг, средняя масса альбумина в 
добавленных КПМ-А) для нивелирования потен-
циальных защитных эффектов альбумина. Четы-
ре экспериментальные группы (ФСБД, свободные 
ионы Ca2+, КПМ-А и КПЧ-А) распределяли по че-
тырём модулям системы пульсирующего потока. 
Эксперименты выполнялись в стерильных усло-
виях. После 24  ч инкубации культуральную среду 
центрифугировали при 220  g (5804R, «Eppendorf») 
для осаждения моноцитов и при 2000  g для уда-
ления клеточного детрита с последующим замо-
раживанием при –80  °C.

Анализ генной экспрессии. Экспрессию ге-
нов в ЭК после добавления свободных ионов Ca2+, 
КПМ-А/КПМ-Ф или КПЧ-А/КПЧ-Ф анализировали 
методом количественной полимеразной цепной 
реакции после обратной транскрипции (ОТ-кПЦР). 
кДНК синтезировали с использованием набора 
M-MuLV–RH First Strand cDNA Synthesis Kit (R01-
250, «Евроген», Россия) и обратной транскриптазы 
M-MuLV–RH (R03-50, «Евроген»). ОТ-кПЦР прово-
дили с использованием праймеров (500  нмоль/л 
каждый, «Евроген», табл.  П1 Приложения), 20  нг 
кДНК и набора BioMaster HS-qPCR Lo-ROX SYBR 
Master Mix (MHR031-2040, «Биолабмикс», Россия), 
в  соответствии с протоколом производителя. 
Количественный анализ уровней мРНК (генов 
VCAM1, ICAM1, SELE, SELP, IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, 
MIF, NOS3, SNAI1, SNAI2, TWIST1 и ZEB1) проводи-
ли с использованием метода 2−ΔΔCt и нормировали 
относительно средней экспрессии трёх генов до-
машнего хозяйства (GAPDH, ACTB и B2M), а также 
группы ФСБД (контроль).

Введение свободных ионов Ca2+, КПМ и КПЧ 
крысам линии Wistar. Протокол исследования на 
животных был одобрен Локальным этическим 
комитетом Федерального государственного бюд-
жетного научного учреждения «Научно-исследо-
вательский институт комплексных проблем сер-
дечно-сосудистых заболеваний» (код протокола: 
042/2023; дата утверждения: 4  апреля 2023  года). 
Эксперименты на животных проводились в соот-
ветствии с Европейской конвенцией о защите 
позвоночных животных (Страсбург, 1986) и Дирек
тивой 2010/63/EU Европейского парламента о за-
щите животных, используемых в научных целях. 
Самцам крыс линии Wistar (масса тела ~300  г; 
объём крови ~20  мл, что составляет около 6,5% 
массы тела) вводили ФСБД (контроль), свобод-
ные ионы Ca2+ (CaCl2), КПМ-А или КПЧ-А (10  мкг 
кальция на 1  мл крови крысы; 200  мкг кальция 
на крысу; n  =  5  крыс на группу, всего n  =  20  крыс) 

через хвостовую вену. Во все инъекции добавляли 
БСА (120  мг, средняя масса альбумина, добавлен-
ного в КПМ-А) для контроля возможного иммун-
ного ответа на чужеродный альбумин. Через 1  ч 
всех крыс подвергали эвтаназии путём внутри-
брюшинного введения раствора пентобарбитала 
натрия (100  мг/кг массы тела). Сыворотку выде-
ляли центрифугированием крови при 1700  g в 
течение 15  мин.

Дот-блоттинг и иммуноферментный ана-
лиз (ИФА). Уровни белков в культуральной сре-
де измеряли методом дот-блоттинга и ИФА. Дот-
блоттинг проводили с использованием набора 
Proteome Profiler Human XL Cytokine Array Kit 
(ARY022B, «R&D Systems», США) и Proteome Profiler 
Rat XL Cytokine Array (ARY030, «R&D Systems»), в 
соответствии с инструкциями производителя; 
визуализацию белков проводили с использова-
нием системы детекции хемилюминесценции 
Odyssey XF («LI-COR Biosciences», США). Для повы-
шения чувствительности дот-блоттинга образцы 
культуральной среды концентрировали с помо-
щью вакуумного центрифужного концентратора 
HyperVAC-LITE («Gyrozen», Республика Корея) пе-
ред измерениями. Сыворотку крыс анализирова-
ли без предварительной концентрации. Образцы 
культуральной среды концентрировали до одина-
кового уровня между экспериментальными груп-
пами (для моноцитов  – в 7  раз, с 14  мл до 2  мл; 
для ЭК  – в 3  раза, с 3  мл до 1  мл). Для дот-блот-
тинга использовали по 1  мл концентрирован-
ной среды или неконцентрированной сыворотки 
крыс. Содержание IL-6, IL-8 и MCP-1/CCL2 опре-
деляли методом ИФА с использованием соответ-
ствующих наборов (A-8768, A-8762 и A-8782, «Век-
тор-Бест», Россия), в соответствии с протоколами 
производителя. Колориметрическое определение 
результатов ИФА проводили посредством спектро-
фотометрии при длине волны 450  нм. Для ИФА 
использовали по 100  мкл неконцентрированной 
культуральной среды на образец.

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программного обеспечения GraphPad 
Prism  8 («GraphPad Software», США). Данные для 
ОТ-кПЦР представлены в виде средних значе-
ний  ±  стандартное отклонение. Сравнение че-
тырёх независимых групп проводили методом 
однофакторного дисперсионного анализа (ОДА) 
с последующей поправкой на множественные 
сравнения по критерию Даннета. Результаты 
ИФА представлены в виде медианы, 25-го и 75-го 
процентилей и диапазона. Сравнение четырёх 
независимых групп проводили с использованием 
теста Краскела–Уоллиса с последующей поправ-
кой на множественные сравнения по критерию 
Данна. Различия считали статистически значи-
мыми при p  ≤  0,05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Физиологическая значимость синтеза КПМ 
и КПЧ в условиях минерального стресса. Для из-
учения влияния различных форм доставки каль-
ция в ЭК и моноциты была синтезирована реак-
ционная смесь, содержащая физиологическую 
концентрацию БСА либо БСФ, физиологический 
раствор (NaCl) и супрафизиологические уровни 
Na2HPO4 и CaCl2 для одновременного получения 
КПМ-А/КПМ-Ф и КПЧ-А/КПЧ-Ф. Для выделения 
КПЧ использовали ультрацентрифугирование, 
после чего проводили ультрафильтрацию для 
отделения КПМ (жёлтый ретентат) от свободных 
ионов и солей (прозрачный фильтрат). Таким 
образом, кальций был представлен в виде (i)  сво-
бодных ионов Ca2+, (ii)  КПМ (коллоидная форма) 
и (iii)  КПЧ (корпускулярная форма). Для синтеза 
КПМ (КПМ-А) и КПЧ (КПЧ-А) были выбраны и 
БСФ, и БСА, поскольку ранее было доказано, что 

низкий уровень альбумина в сыворотке крови 
является независимым фактором риска ишеми-
ческой болезни сердца и ишемического инсуль-
та (в сочетании с повышенными уровнями Ca2+ 
в сыворотке)  [11]. Низкий уровень альбумина в 
сыворотке коррелировал с большей склонностью 
к кальцификации (выражаемой преципитацией 
КПЧ), а концентрация альбумина положительно 
коррелировала с молярной концентрацией обще-
го кальция  [11]. Поскольку фетуин-A играет клю-
чевую роль как минеральный шаперон и регули-
рует образование КПМ и КПЧ в крови человека, в 
большинстве экспериментов использовались так-
же КПМ-Ф и КПЧ-Ф, синтезированные с использо-
ванием описанного протокола.

Сканирующая электронная микроскопия 
КПЧ-А показала их губчатую структуру и не-
правильную форму, которая отличалась от сфе-
рической и игольчатой формы первичных и 
вторичных КПЧ, полученных из крови (рис.  1).  

Рис. 1. Микрофотографии альбуминовых КПЧ (КПЧ-А), фетуиновых КПЧ (КПЧ-Ф), КПЧ из атеросклеротиче-
ских бляшек (КПЧ-Б) и сыворотки (КПЧ-С), полученные методом сканирующей электронной микроскопии. 
Режим вторичных электронов; ускоряющее напряжение  – 10  кВ (КПЧ-А) или 30  кВ (остальные типы КПЧ); 
увеличение ×30  000; шкала масштаба  – 1  мкм
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Рис. 2. Увеличение концентрации ионизированного кальция (Ca2+) в культуральной среде  (а) и сыворотке 
крови крыс  (б) при добавлении увеличивающихся количеств CaCl2. Ось абсцисс  – концентрация добавлен-
ного кальция; ось ординат  – увеличение молярной концентрации Ca2+ относительно контрольной среды 
или сыворотки без добавления кальция. 10%-ное увеличение концентрации Ca2+ (синяя пунктирная линия) 
достигалось добавлением 10  мкг кальция на 1  мл среды или сыворотки (красный круг)

КПЧ-Ф имели сферическую форму и губчатую 
структуру, что делало их схожими с первичными 
КПЧ, выделенными из атеросклеротических бля-
шек и сыворотки крови  [11]. Эти наблюдения со-
гласуются с ранее полученными данными по срав-
нению альбуминовых, фетуиновых, бляшечных и 
сывороточных КПЧ  [8] и могут быть объяснены 
различными взаимодействиями кислых сыворо-
точных белков при образовании КПЧ в крови.

На формирование КПЧ и КПМ уходило 30% 
и 20% кальция соответственно, тогда как 50% 
кальция оставалось в растворе в виде свободных 
ионов Ca2+. Это распределение соответствует фи-
зиологическому соотношению между ионизиро-
ванным кальцием (Ca2+) и кальцием, связанным 
с белками и фосфором, в сыворотке человека 
(1  :  1). КПЧ содержали от 11 до 17% общего аль-
бумина, тогда как 83–89% альбумина оставалось 
в удержанном растворе, сохраняя способность 
связывать Ca2+. Эффективность ультрафильтрации 
была подтверждена отсутствием в фильтрате БСА 
или БСФ. Эти данные подтверждают физиологи-
ческую значимость разработанной процедуры 
искусственного синтеза КПМ и КПЧ в условиях 
минерального стресса.

Физиологические концентрации КПЧ вызы-
вают провоспалительную активацию ЭК и мо-
ноцитов. Для определения количества кальция, 
необходимого для обеспечения физиологического 
увеличения молярной концентрации ионизиро-
ванного кальция, была построена кривая «доза-
ответ». Добавление 10  мкг кальция на 1  мл бессы-
вороточной культуральной среды (рис.  2,  а) или 
сыворотки крыс (рис.  2,  б) оказалось достаточным 
для 10%-ного увеличения концентрации ионизи-
рованного кальция (межквартильный интервал 

между рисковым и протективным уровнем в по-
пуляции). Таким образом, концентрация кальция 
в 10  мкг/мл была выбрана в качестве оптималь-
ной для моделирования клинически значимого 
минерального стресса. Дальнейшие эксперимен-
ты включали четыре группы: 1)  контроль (ФСБД); 
2)  свободные ионы Ca2+, добавленные в виде CaCl2; 
3)  КПМ (КПМ-А или КПМ-Ф); 4)  КПЧ (КПЧ-А или 
КПЧ-Ф).

Для проверки способности интернализации 
КПМ и КПЧ при культивировании в условиях 
пульсирующего потока использовали КПМ-А и 
КПЧ-А, меченные изотиоцианатом флюоресцеи-
на (ФИТЦ-БСА) либо в процессе их синтеза, либо 
после инкубации осаждённых КПЧ-А и ретентата 
(КПМ-А) с ФИТЦ-БСА. Интенсивная зелёная флюо-
ресценция наблюдалась в ЭК уже через 1  ч после 
добавления ФИТЦ-меченых КПМ-А и КПЧ-А в си-
стему пульсирующего потока (рис.  3,  а). КПМ-А и 
КПЧ-А, инкубированные с ФИТЦ-БСА после синте-
за, демонстрировали значительно более высокий 
уровень флюоресценции по сравнению с образца-
ми, меченными в процессе синтеза (рис.  3,  а). Об-
наружение ФИТЦ-меченых КПМ/КПЧ в лизосомах, 
окрашенных с помощью pH-сенсора LysoTracker 
Red, подтвердило интернализацию КПМ-А, КПМ-Ф, 
КПЧ-А и КПЧ-Ф HCAEC и HITAEC после 4  ч инку-
бации, в то время как свободный ФИТЦ-БСА не 
проникал в клетки (рис.  3,  б).

Для сравнения патологических эффектов 
различных форм доставки кальция к HCAEC и 
HITAEC добавляли Ca2+, КПМ-А/КПМ-Ф или КПЧ-А/
КПЧ-Ф (10  мкг/мл). При помощи светлопольной и 
фазово-контрастной микроскопии наблюдали па-
тологические изменения морфологии ЭК (потеря 
межклеточных контактов, типичной вытянутой 
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Рис. 3. Интернализация ФИТЦ-меченых КПМ (ФИТЦ-КПМ) и КПЧ (ФИТЦ-КПЧ) HCAEC и HITAEC. а  – Сравне-
ние интенсивности сигнала ФИТЦ, интернализированного ЭК после инкубации с немечеными КПМ и КПЧ 
(слева), КПМ и КПЧ, меченными ФИТЦ-БСА во время их синтеза (по центру), и КПМ и КПЧ, меченными по-
сле их синтеза (справа). Ядра окрашены Hoechst 33342. Конфокальная микроскопия; увеличение ×630; мас-
штабная линейка – 5 мкм. б – Лизосомы, окрашенные LysoTracker Red, в ЭК, инкубированных с КПМ (ФИТЦ-
КПМ-А и ФИТЦ-КПМ-Ф) или КПЧ (ФИТЦ-КПЧ-А и ФИТЦ-КПЧ-Ф) в течение 4  ч. Слева  – свободный ФИТЦ-БСА; 
центр  – КПМ-А и КПМ-Ф, меченные во время синтеза; справа  – КПЧ-А и КПЧ-Ф, меченные после синтеза. 
Жёлтые стрелки указывают на КПЧ внутри клеток. Ядра окрашены Hoechst 33342. Конфокальная микроско-
пия; увеличение ×200; шкала масштаба  – 50  мкм

формы ЭК и их открепление от культурального 
пластика) после инкубации с КПЧ-А/КПЧ-Ф, но не 
с Ca2+ или КПМ-А/КПМ-Ф (рис.  4).

Для оценки цитотоксичности различных форм 
кальциевого стресса проводили колориметриче-

ский анализ жизнеспособности клеток и мета-
болической активности с использованием во-
дорастворимой соли тетразолия WST-8. После 
24-часовой инкубации с КПЧ-А или КПЧ-Ф ин-
тенсивность метаболической активности клеток  
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Рис. 4. Светлопольная микроскопия (КПМ-А/КПЧ-А, сверху) и фазово-контрастная микроскопия (КПМ-Ф/КПЧ-Ф, 
снизу) HCAEC (слева) и HITAEC (справа), инкубированных с ФСБД (контроль), свободными ионами Ca2+, КПМ 
(КПМ-А, сверху; КПМ-Ф, снизу) или КПЧ (КПЧ-А, сверху; КПЧ-Ф, снизу) (10  мкг кальция на 1  мл бессыворо-
точной культуральной среды) в течение 24  ч; увеличение ×200; шкала масштаба  – 100  мкм

HCAEC и HITAEC существенно снижалась (рис. 5, а). 
Проточно-цитометрический анализ гибели клеток 
после окрашивания аннексином  V и пропидия 
йодидом показал, что значительная доля ЭК под-
вергалась апоптозу после 24  ч воздействия КПЧ-А 
или КПЧ-Ф (рис.  5,  б).

Посредством ОТ-кПЦР было показано значи-
тельное увеличение экспрессии генов, кодирую-
щих провоспалительные молекулы клеточной 
адгезии (VCAM1, ICAM1 и SELE) и провоспали-
тельные цитокины (IL6, CXCL8, CCL2 и CXCL1) в 
HCAEC, инкубированных с КПЧ-А (табл. 1). Воздей-
ствие КПЧ-Ф вызывало аналогичный ответ, вклю-
чающий повышение экспрессии генов VCAM1, 
SELP, IL6 и MIF, а также тенденцию к увеличе-

нию экспрессии генов ICAM1 и SELE (табл.  2).  
Аналогичный профиль генной экспрессии наблю-
дался для HITAEC, включая индукцию экспрес-
сии генов VCAM1, IL6 и CXCL8 при воздействии 
КПЧ-А (табл. 1), в то время как инкубация с КПЧ-Ф 
повышала экспрессию генов SELE, SELP, CXCL1  
и MIF (табл.  2). Данные результаты указывали на 
развитие провоспалительной активации эндоте-
лия и свидетельствовали об увеличении содержа-
ния провоспалительных цитокинов в культураль-
ной среде. В отличие от КПЧ-А/КПЧ-Ф, свободные 
ионы Ca2+ и КПМ-А/КПМ-Ф вызывали скорее 
случайные, чем систематические изменения, 
которые не были связаны с дисфункцией эндо- 
телия.
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Рис. 5. Тест на цитотоксичность после инкубации HCAEC (левые панели) и HITAEC (правые панели) с ФСБД 
(контроль), свободными ионами Ca2+ (Ca2+-А или Ca2+-Ф), КПМ (КПМ-А или КПМ-Ф) или КПЧ (КПЧ-А или КПЧ-Ф) 
(10  мкг кальция на 1  мл бессывороточной культуральной среды) в течение 24  ч. а  – Колориметрический 
тест WST-8 (оценка восстановления WST-8 внутриклеточными дегидрогеназами до водорастворимого оран-
жево-жёлтого формазана, максимальная абсорбция которого наблюдается при 450  нм). б  – Тест с аннекси-
ном  V и пропидия йодидом (нижний левый квадрант Q2-LL  – нормальные клетки; нижний правый квад-
рант Q2-LR  – клетки в состоянии раннего апоптоза; верхний правый квадрант Q2-UR  – клетки в состоянии 
позднего апоптоза; верхний левый квадрант Q2-UL  – клетки в состоянии некроза). Верхняя панель  – стати-
стический анализ содержания интактных клеток и клеток в состоянии позднего апоптоза. Нижняя панель – 
репрезентативные проточно-цитометрические графики. Значения вероятности отклонить верную нулевую 
гипотезу  (p) при межгрупповом сравнении указаны над графиками
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Таблица  1. Относительная экспрессия генов (ΔCt; кратность изменения; значение  p) в HCAEC и HITAEC, 
инкубированных с ФСБД (контроль), свободными ионами Ca2+, КПМ-А или КПЧ-А (10  мкг кальция на 1  мл 
бессывороточной культуральной среды) в течение 24  ч

Ген Метрика
HCAEC HITAEC

ФСБД Ca2+ КПМ-А КПЧ-А ФСБД Ca2+ КПМ-А КПЧ-А

VCAM1

ΔCt 0,0003 ± 
0,0006

0,0001 ± 
0,0001

0,0002 ± 
0,0001

0,0015 ± 
0,0010

0,0003 ± 
0,0002

0,0011 ± 
0,0011

0,0006 ± 
0,0004

0,0010 ± 
0,0008

Кратн. изм. 1 0,52 0,76 6,00 1 3,67 2,00 3,33

p 1,00 0,904 0,985 0,001 1,00 0,009 0,463 0,029

ICAM1

ΔCt 0,0148 ± 
0,0066

0,0372 ± 
0,0210

0,0118 ± 
0,0034

0,1169 ± 
0,0837

0,0338 ± 
0,0213

0,0503 ± 
0,0339

0,0404 ± 
0,0244

0,0432 ± 
0,0201

Кратн. изм. 1 2,52 0,80 7,90 1 1,49 1,20 1,28

p 1,00 0,320 0,994 0,001 1,00 0,148 0,782 0,559

SELE

ΔCt 0,0056 ± 
0,0026

0,0089 ± 
0,0036

0,0020 ± 
0,0009

0,0134 ± 
0,0065

0,0595 ± 
0,0351

0,1049 ± 
0,1387

0,0909 ± 
0,1203

0,0943 ± 
0,0872 

Кратн. изм. 1 1,59 0,36 2,39 1 1,76 1,53 1,58

p 1,00 0,041 0,026 0,001 1,00 0,415 0,687 0,619

SELP

ΔCt 0,0077 ± 
0,0067

0,0027 ± 
0,0008

0,0015 ± 
0,0009

0,0026 ± 
0,0023

0,0009 ± 
0,0006

0,0054 ± 
0,0058

0,0056 ± 
0,0055

0,0025 ± 
0,0030

Кратн. изм. 1 0,35 0,19 0,34 1 6,00 6,22 2,78

p 1,00 0,001 0,001 0,001 1,00 0,008 0,005 0,567

IL6

ΔCt 0,0182 ± 
0,0131

0,0058 ± 
0,0023

0,0072 ± 
0,0045

0,1197 ± 
0,0837

0,0085 ± 
0,0043

0,0132 ± 
0,0155

0,0197 ± 
0,0214

0,0247 ± 
0,0272

Кратн. изм. 1 0,32 0,40 6,58 1 1,55 2,32 2,91

p 1,00 0,729 0,796 0,001 1,00 0,803 0,196 0,035

CXCL8

ΔCt 0,0371 ± 
0,0260

0,0441 ± 
0,0152

0,0250 ± 
0,0105

2,1412 ± 
1,5287

0,1396 ± 
0,0561

0,1801 ± 
0,2005

0,1825 ± 
0,1871

0,3279 ± 
0,3681

Кратн. изм. 1 1,19 0,67 57,71 1 1,29 1,31 2,35

p 1,00 0,999 0,999 0,001 1,00 0,914 0,901 0,045

CCL2

ΔCt 0,7514 ± 
0,6502

0,4398 ± 
0,4293

0,6965 ± 
0,6669

1,3616 ± 
1,0636

0,8908 ± 
0,4072 

1,2866 ± 
1,5286

1,4987 ± 
1,6929

1,6162 ± 
1,9876

Кратн. изм. 1 0,59 0,93 1,81 1 1,44 1,68 1,81

p 1,00 0,448 0,992 0,042 1,00 0,777 0,494 0,353

CXCL1

ΔCt 0,1267 ± 
0,0562

0,0436 ± 
0,0408

0,0444 ± 
0,0343

0,3486 ± 
0,1551

0,0647 ± 
0,0279

0,1520 ± 
0,1842

0,0944 ± 
0,0885

0,0983 ± 
0,1052

Кратн. изм. 1 0,34 0,35 2,75 1 2,35 1,46 1,52

p 1,00 0,017 0,018 0,001 1,00 0,069 0,782 0,715

MIF

ΔCt 0,3853 ± 
0,1660

0,2309 ± 
0,1040

0,2731 ± 
0,0839

0,4170 ± 
0,2857

0,2753 ± 
0,1576

0,7919 ± 
0,9280

0,5270 ± 
0,4019

0,4618 ± 
0,4146

Кратн. изм. 1 0,60 0,71 1,08 1 2,88 1,91 1,68

p 1,00 0,031 0,155 0,910 1,00 0,018 0,386 0,618
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Таблица 1 (окончание)

Ген Метрика
HCAEC HITAEC

ФСБД Ca2+ КПМ-А КПЧ-А ФСБД Ca2+ КПМ-А КПЧ-А

NOS3

ΔCt 0,0094 ± 
0,0063

0,0069 ± 
0,0036

0,0069 ± 
0,0033

0,0091 ± 
0,0087

0,0031 ± 
0,0018

0,0093 ± 
0,0090

0,0119 ± 
0,0126

0,0060 ± 
0,0037

Кратн. изм. 1 0,73 0,73 0,97 1 3,00 3,84 1,94

p 1,00 0,473 0,475 0,997 1,00 0,050 0,005 0,547

SNAI1

ΔCt 0,0168 ± 
0,0101

0,0100 ± 
0,0040

0,0124 ± 
0,0065

0,0344 ± 
0,0291

0,0049 ± 
0,0020

0,0129 ± 
0,0110

0,0140 ± 
0,0124

0,0094 ± 
0,0100

Кратн. изм. 1 0,60 0,74 2,05 1 2,63 2,86 1,92

p 1,00 0,487 0,771 0,009 1,00 0,042 0,018 0,371

SNAI2

ΔCt 0,0129 ± 
0,0103

0,0038 ± 
0,0009

0,0065 ± 
0,0046

0,0047 ± 
0,0032

0,0009 ± 
0,0007

0,0033 ± 
0,0022

0,0099 ± 
0,0160

0,0030 ± 
0,0055

Кратн. изм. 1 0,29 0,50 0,36 1 3,67 11,00 3,33

p 1,00 0,001 0,005 0,001 1,00 0,784 0,015 0,841

TWIST1

ΔCt 0,0015 ± 
0,0012

0,0003 ± 
0,0002

0,0002 ± 
0,0001

0,0009 ± 
0,0008

0,0004 ± 
0,0004

0,0018 ± 
0,0026

0,0037 ± 
0,0077

0,0016 ± 
0,0016

Кратн. изм. 1 0,20 0,13 0,60 1 4,50 9,25 4,00

p 1,00 0,001 0,001 0,150 1,00 0,742 0,170 0,874

ZEB1

ΔCt 0,2376 ± 
0,1200

0,0779 ± 
0,0561

0,1607 ± 
0,0596

0,3277 ± 
0,2237

0,1438 ± 
0,0686

0,3697 ± 
0,4382

0,4552 ± 
0,4601

0,3559 ± 
0,4082

Кратн. изм. 1 0,33 0,68 1,38 1 2,57 3,17 2,47

p 1,00 0,002 0,209 0,117 1,00 0,201 0,049 0,244
Примечание. Были проанализированы гены, кодирующие провоспалительные молекулы клеточной адгезии 
(VCAM1, ICAM1, SELE, SELP), провоспалительные цитокины (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF), эндотелиальную 
NO-синтазу (NOS3) и транскрипционные факторы эндотелиально-мезенхимального перехода (SNAI1, SNAI2, 
TWIST1, ZEB1). Статистическая значимая кратность изменения (fold change) и значения p выделены жирным; 
ΔCt представлены как среднее  ± стандартное отклонение.

Таблица 2. Относительная экспрессия генов (ΔCt; кратность изменения; значение  p) в HCAEC и HITAEC, 
инкубированных с ФСБД (контроль), свободными ионами Ca2+, КПМ-Ф и КПЧ-Ф (5  мкг кальция на 1  мл 
бессывороточной культуральной среды) в течение 24  ч

Ген Метрика
HCAEC HITAEC

ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф

VCAM1

ΔCt 0,0020 ± 
0,0015

0,0019 ± 
0,0007

0,0018 ± 
0,0009

0,0042 ± 
0,0032

0,0004 ± 
0,0003

0,0004 ± 
0,0002

0,0005 ± 
0,0003

0,0006 ± 
0,0005

Кратн. изм. 1 0,95 0,90 2,1 1 0,95 1,28 1,54

p 1,00 0,998 0,984 0,008 1,00 0,995 0,628 0,113

ICAM1

ΔCt 0,0540 ± 
0,0510

0,0165 ± 
0,0133

0,0208 ± 
0,0266

0,1011 ± 
0,1201

0,0646 ± 
0,0282

0,0906 ± 
0,0503

0,0820 ± 
0,0306

0,0885 ± 
0,0519

Кратн. изм. 1 0,31 0,39 1,87 1 1,40 1,27 1,37

p 1,00 0,229 0,319 0,098 1,00 0,159 0,454 0,213
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Таблица 2 (продолжение)

Ген Метрика
HCAEC HITAEC

ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф

SELE

ΔCt 0,0048 ± 
0,0037

0,0082 ± 
0,0107

0,0028 ± 
0,0019

0,0091 ± 
0,0053

0,0018 ± 
0,0007

0,0084 ± 
0,0055

0,0069 ± 
0,0032

0,0058 ± 
0,0061

Кратн. изм. 1 1,71 0,58 1,90 1 4,67 3,83 3,22

p 1,00 0,441 0,879 0,375 1,00 0,001 0,003 0,023

SELP

ΔCt 0,0119 ± 
0,0131

0,0060 ± 
0,0060

0,0089 ± 
0,0079

0,0318 ± 
0,0276

0,0050 ± 
0,0023

0,0032 ± 
0,0016

0,0035 ± 
0,0017

0,0078 ± 
0,0053

Кратн. изм. 1 0,50 0,75 2,67 1 0,64 0,70 1,56

p 1,00 0,534 0,895 0,002 1,00 0,227 0,374 0,025

IL6

ΔCt 0,0072 ± 
0,0029

0,0100 ± 
0,0097

0,0063 ± 
0,0046

0,0233 ± 
0,0188

0,0044 ± 
0,0016

0,0045 ± 
0,0045 

0,0031 ± 
0,0012

0,0064 ± 
0,0042

Кратн. изм. 1 1,39 0,88 3,24 1 1,02 0,70 1,45

p 1,00 0,783 0,988 0,001 1,00 0,999 0,463 0,191

CXCL8

ΔCt 0,1330 ± 
0,0572

0,2582 ± 
0,1501

0,1892 ± 
0,0573

0,1632 ± 
0,0898

0,0294 ± 
0,0175

0,0636 ± 
0,0714

0,0366 ± 
0,0185

0,0522 ± 
0,0411

Кратн. изм. 1 1,94 1,42 1,23 1 2,16 1,24 1,78

p 1,00 0,001 0,203 0,668 1,00 0,053 0,924 0,272

CCL2

ΔCt 1,1073 ± 
0,3168

2,8331 ± 
1,9144

1,1255 ± 
0,3747

1,3772 ± 
0,8673

0,3096 ± 
0,0759

0,5079 ± 
0,3852

0,4625 ± 
0,1941

0,5145 ± 
0,3698

Кратн. изм. 1 2,56 1,02 1,24 1 1,64 1,49 1,66

p 1,00 0,001 0,999 0,795 1,00 0,105 0,265 0,090

CXCL1

ΔCt 0,3756 ± 
0,1000

0,6205 ± 
0,3781

0,4173 ± 
0,1658

0,5612 ± 
0,3499

0,0543 ± 
0,0156

0,1053 ± 
0,0885

0,0831 ± 
0,0437

0,1477 ± 
0,1538

Кратн. изм. 1 1,65 1,11 1,49 1 1,94 1,53 2,72

p 1,00 0,026 0,942 0,117 1,00 0,235 0,668 0,009

MIF

ΔCt 2,8076 ± 
0,9811

2,6168 ± 
1,6847

2,2889 ± 
0,8340

5,5963 ± 
3,2599

0,2999 ± 
0,0856

0,4214 ± 
0,3609

0,3627 ± 
0,1458

0,6572 ± 
0,5581

Кратн. изм. 1 0,93 0,82 1,99 1 1,41 1,21 2,19

p 1,00 0,983 0,763 0,001 1,00 0,583 0,904 0,007

NOS3

ΔCt 0,1599 ± 
0,0597

0,1075 ± 
0,0592

0,1686 ± 
0,0643

0,2636 ± 
0,0972

0,0176 ± 
0,0056

0,0187 ± 
0,0174

0,0170 ± 
0,0060

0,0347 ± 
0,0382

Кратн. изм. 1 0,67 1,05 1,65 1 1,06 0,97 1,97

p 1,00 0,082 0,969 0,001 1,00 0,997 0,999 0,050

SNAI1

ΔCt 0,0595 ± 
0,0214

0,0513 ± 
0,0284

0,0650 ± 
0,0257

0,0943 ± 
0,0377

0,0017 ± 
0,0008

0,0020 ± 
0,0017

0,0015 ± 
0,0008

0,0031 ± 
0,0024

Кратн. изм. 1 0,86 1,09 1,58 1 1,18 0,88 1,82

p 1,00 0,728 0,892 0,002 1,00 0,937 0,969 0,031
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Таблица 2 (окончание)

Ген Метрика
HCAEC HITAEC

ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф ФСБД Ca2+ КПМ-Ф КПЧ-Ф

SNAI2

ΔCt 0,0162 ± 
0,0088

0,0097 ± 
0,0056

0,0196 ± 
0,0100

0,0521 ± 
0,0311

0,0003 ± 
0,0003

0,0005 ± 
0,0006

0,0002 ± 
0,0001

0,0003 ± 
0,0003 

Кратн. изм. 1 0,60 1,21 3,22 1 1,57 0,63 1,01

p 1,00 0,596 0,901 0,001 1,00 0,451 0,856 0,999

TWIST1

ΔCt 0,0019 ± 
0,0010

0,0016 ± 
0,0009

0,0022 ± 
0,0011

0,0029 ± 
0,0014

0,00013 
± 0,0001

0,0002 ± 
0,0001

0,0001 ± 
0,0001

0,0003 ± 
0,0003

Кратн. изм. 1 0,84 1,16 1,53 1 1,54 0,85 2,31

p 1,00 0,757 0,794 0,086 1,00 0,992 0,981 0,094

ZEB1

ΔCt 0,3158 ± 
0,2627

0,2493 ± 
0,0424

0,2738 ± 
0,0783

0,2246 ± 
0,2089

0,0468 ± 
0,0208

0,0734 ± 
0,0970

0,0227 ± 
0,0064

0,0589 ± 
0,0651

Кратн. изм. 1 0,16 0,23 0,71 1 1,57 0,49 1,26

p 1,00 0,294 0,323 0,276 1,00 0,403 0,477 0,875

Примечание. Описания анализируемых генов и представления данных приведены в примечании к табл.  1.

Инкубация с КПЧ-А значительно увеличивала 
экспрессию индуцируемых эндотелиальных про-
воспалительных цитокинов (IL-6, IL-8 и MCP-1/
CCL2) в культуральной среде от HCAEC и HITAEC 
(рис.  6), в то время как добавление свободных 
ионов Ca2+ и КПМ-А не вызывало стабильного 
патологического ответа на белковом уровне, под-
тверждая результаты анализа генной экспрессии 
(рис. 6). Инкубация с КПЧ-Ф также способствовала 
увеличению экспрессии упомянутых цитокинов в 
HCAEC и HITAEC, тогда как свободные ионы Ca2+ 
и КПМ-Ф вызывали цитокиновый ответ только в 
HITAEC (рис.  7).

Для дальнейшего изучения выделения цито-
кинов при кальциевом стрессе был проведён по-
луколичественный анализ методом дот-блоттинга 
бессывороточной культуральной среды от HCAEC 
и HITAEC, инкубированных с Ca2+, КПМ-А и КПЧ-А. 
Инкубация с КПЧ-А приводила к повышению вы-
деления PAI-1 (серпина E1), CXCL1, MCP-1/CCL2, IL-8, 
MIF, растворимых форм CD105 и CD147 в HCAEC, 
а также стимулировала синтез ST2 и RANTES/CCL5 
в HITAEC (рис.  8 и табл.  П1 Приложения). Уровни 
растворимой формы uPAR и MIP-3α/CCL20 также 
были повышены в культуральной среде от обе-
их линий ЭК после инкубации с КПЧ-А (рис.  8 
и табл.  1). Таким образом, воздействие КПЧ-А 
индуцировало выделение 11  цитокинов (рис.  8 и 
табл.  П1 Приложения). Экспрессия шести из этих 
провоспалительных молекул (CXCL1, MCP-1/CCL2, 
MIF, uPAR, sCD147 и ST2) также была повышена 
в культуральной среде после инкубации ЭК с 

КПМ-А; экспрессия пяти белков (CXCL1, sCD147, 
ST2, PDGF-AA и RANTES/CCL5) была повышена по-
сле добавления CaCl2 (рис.  8 и табл.  П1 Приложе-
ния). Наиболее выраженное повышение было от-
мечено для растворимой формы CD147 (EMMPRIN/
басигин; изменение в 11,41  раза в HCAEC после 
воздействия КПЧ-А) и MIP-3α/CCL20 (изменение в 
12,52  раза в HITAEC после воздействия КПЧ-А).

Инкубация моноцитов с КПЧ-А вызывала уве-
личение выделения серпина E1/PAI-1, CXCL1, хе-
мокина CXCL5, адипонектина, NGAL, IL-6, CHI3L1, 
аполипопротеина A-I, uPAR, MIP-3α/CCL20 и MMP-9. 
В отличие от этого, Ca2+ и КПМ-А вызывали лишь 
стохастические изменения выделения цитоки-
нов (рис.  9 и табл.  П2 Приложения). Воздействие 
КПЧ-А значительно увеличивало выделение 11 
вышеуказанных цитокинов, тогда как эффекты 
Ca2+ и КПМ-А ограничивались индукцией NGAL, 
CHI3L1 и MMP-9 (рис.  9 и табл.  П1 Приложения). 
Белки CXCL1, адипонектин, IL-6 и аполипопротеин 
A-I были экспрессированы исключительно в куль-
туральной среде от моноцитов, инкубированных 
с КПЧ-А. Таким образом, было установлено, что 
КПЧ-А вызывают провоспалительную активацию 
ЭК и моноцитов, что подтверждается повышенной 
экспрессией генов цитокинов и увеличенным вы-
делением соответствующих белков. Хотя свобод-
ные ионы Ca2+ и КПМ-А также стимулировали 
выделение некоторых цитокинов ЭК, их провос-
палительные эффекты были менее выраженными 
по сравнению с КПЧ-А независимо от типа кле-
точной линии (HCAEC, HITAEC и моноциты).
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Рис. 6. Оценка уровней IL-6 (верхняя панель), IL-8 
(средняя панель) и MCP-1/CCL2 (нижняя панель) в 
неконцентрированной бессывороточной культу-
ральной среде от HCAEC и HITAEC, инкубированных 
с ФСБД (контроль; чёрный цвет), свободными иона-
ми Ca2+ (синий), КПМ-А (зелёный) и КПЧ-А (красный) 
(10 мкг кальция на 1 мл среды) в течение 24 ч (ИФА). 
Значения вероятности отклонить верную нулевую 
гипотезу (p) при межгрупповом сравнении указаны 
над графиками

Рис. 7. Оценка уровней IL-6 (верхняя панель), IL-8 
(средняя панель) и MCP-1/CCL2 (нижняя панель) в 
неконцентрированной бессывороточной культу-
ральной среде от HCAEC и HITAEC, инкубированных 
с ФСБД (контроль; чёрный цвет), свободными иона-
ми Ca2+ (синий), КПМ-Ф (зелёный) и КПЧ-Ф (красный) 
(10 мкг кальция на 1 мл среды) в течение 24 ч (ИФА). 
Значения вероятности отклонить верную нулевую 
гипотезу (p) при межгрупповом сравнении указаны 
над графиками

Наконец, были исследованы in  vivo эффекты 
различных форм кальциевого стресса после внут-
ривенного введения CaCl2, КПМ-А и КПЧ-А крысам 
линии Вистар (10 мкг кальция на 1 мл крови). В от-
личие от результатов in vitro, все формы доставки 
кальция вызывали повышение содержания про-
воспалительных цитокинов в сыворотке крыс по 
результатам дот-блоттинга (22, 30 и 24  цитокина 
в случае инъекций Ca2+, КПМ-А и КПЧ-А соответ-
ственно; рис.  10 и табл.  П3 Приложения). Среди 
обнаруженных молекул были GM-CSF, хемокины: 
CX3CL1 (фракталкин), MCP-1/CCL2, CXCL7, CCL11 
(эотаксин) и CCL17, серпин E1/PAI-1, матриксные 
металлопротеиназы (MMP-2, MMP-3), гепатокины: 
гепассоцин, фетуин-А, FGF-21 и GDF-15, белки 

с плейотропными эффектами: RAGE/AGER, ади-
понектин, фибулин-3, галектин-1 и галектин-3 
(рис.  10 и табл.  П3 Приложения). Уровни пролак-
тина, GM-CSF, гепассоцина, CNTF, MMP-3, CX3CL1 
(фракталкина), FGF-21, фибулина-3 и GDF-15 уве-
личивались после воздействия всех трёх видов 
кальциевого стресса (рис.  10 и табл.  П3 Приложе-
ния). Однако уровни RAGE/AGER, фетуина-А, MCP-1/ 
CCL2, MMP-9, CCL17 и галектина-3 повышались ис-
ключительно после инъекций КПМ-А и КПЧ-А, в 
то время как высвобождение HGF, CCL11 (эотакси-
на) и галектина-1 стимулировалось только КПМ-А. 
Содержание PAI-1 увеличивалось исключительно 
при введении КПЧ-А (рис.  10 и табл.  П3 Прило-
жения). При этом экспрессия uPAR и MIP-3α/CCL20 
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Рис. 8. Профилирование цитокинов в концентрированной (в 3  раза) бессывороточной культуральной сре-
де от HCAEC (верхняя панель) и HITAEC (нижняя панель), инкубированных с ФСБД (контроль), свободными 
ионами Ca2+, КПМ-А или КПЧ-А (10 мкг кальция на 1 мл культуральной среды) в течение 24 ч (дот-блоттинг). 
Зелёный цвет  – серпин E1/PAI-1; светло-коричневый цвет  – CXCL1/GROα; серый цвет  – CD105/эндоглин; тём-
но-синий цвет  – MCP-1/CCL2; красный цвет  – IL-8; фиолетовый цвет  – MIF; тёмно-коричневый цвет  – uPAR; 
золотой цвет  – MIP-3α/CCL20; светло-голубой цвет  – CD147/EMMPRIN/басигин; лазурный цвет  – ST2; розовый 
цвет  – PDGF-AA; тёмно-зелёный цвет  – RANTES/CCL5. Короткие, средние и длинные стрелки указывают на 
кратность изменения в 1,20–1,49, 1,50–1,99 и ≥  2  раза соответственно по сравнению с контрольной группой 
(ФСБД). Количество гиперэкспрессированных цитокинов при воздействии Ca2+, КПМ-А или КПЧ-А указано 
внизу рисунка

повышалась во всех трёх типах клеток (HCAEC, 
HITAEC и моноцитах), но не в сыворотке крыс. 
PAI-1 был единственной молекулой, содержание 
которой увеличивалось во всех образцах (среде от 
ЭК, моноцитов и в сыворотке крыс) после инкуба-
ции с КПЧ-А (табл.  3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нарушения минерального гомеостаза (к при-
меру, патологическое снижение уровня альбуми-

на и/или патологическое увеличение содержания 
кальция или фосфора в сыворотке крови) явля-
ются независимым фактором риска болезней си-
стемы кровообращения  [11]. Это состояние также 
характерно для хронической болезни почек, кото-
рая способствует развитию дисфункции эндоте-
лия за счёт повышения концентраций мочевины 
и креатинина в сыворотке  [53,  54]. Помимо этих 
биохимических триггеров, дисфункция эндоте-
лия усугубляется интернализацией КПЧ ЭК сосу-
дов  [8–15] и синусоидальными ЭК печени  [17,  18], 
что приводит к развитию хронического стериль-
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Рис. 9. Профилирование цитокинов в концентрированной (в 7  раз) бессывороточной культуральной сре-
де от человеческих моноцитов, инкубированных с ФСБД (контроль), свободными ионами Ca2+, КПМ-А и 
КПЧ-А (10  мкг кальция на 1  мл культуральной среды) в течение 24  ч (дот-блоттинг). Зелёный цвет  – сер-
пин E1/PAI-1; светло-коричневый цвет  – CXCL1/GROα; красный цвет  – CXCL5/ENA-78; светло-голубой цвет  – 
адипонектин; фиолетовый цвет  – NGAL/липокалин-2; тёмно-синий цвет  – IL-6; небесно-голубой цвет  – хи-
тиназа 3-подобный белок  1; розовый цвет  – аполипопротеин A-I; коричневый цвет  – uPAR; золотой цвет  –  
MIP-3α/CCL20; лазурный цвет – MMP-9. Короткие, средние и длинные стрелки указывают на кратность изме-
нения в 1,20–1,49, 1,50–1,99 и ≥  2,00  раз соответственно по сравнению с контрольной группой (ФСБД). Коли-
чество гиперэкспрессированных цитокинов при воздействии Ca2+, КПМ-А или КПЧ-А указано внизу рисунка

ного воспаления низкой интенсивности  [13,  14]. 
Интернализация КПЧ ассоциирована с увеличе-
нием уровней провоспалительных цитокинов, 
нарушением баланса между вазоконстрикцией 
и вазодилатацией (включая снижение продук-
ции NO) и эндотелиально-мезенхимальным пере-
ходом  [55]. В частности, интернализация КПЧ ЭК 
и моноцитами запускает высвобождение инду-
цируемых эндотелиальных цитокинов (IL-6, IL-8, 
MCP-1/CCL2 и растворимой формы ICAM-1), а так-
же цитокинов, выделяемых моноцитами (MIP-1α, 
MIP-3α, CINC-1, CINC-3 и CXCL10)  [13]. Поскольку 
хроническое стерильное воспаление низкой ин-
тенсивности и дисфункция эндотелия взаимно 
усиливают друг друга  [56–59], достаточно сложно 
объективно определить вклад, вносимый в раз-
витие системного воспаления ЭК и моноцитами в 
результате воздействия КПЧ, а также специфиче-
скими цитокинами, которые они вырабатывают.

Согласно последним концепциям, КПМ нано-
метрового размера (~9–10  нм) служат «строитель-
ными блоками» для субмикронных (~30–100  нм) 
первичных КПЧ (или КПЧ-I), которые затем под-
вергаются агрегации и переходу из аморфной 
в кристаллическую форму, образуя микронные 
(100–300  нм) вторичные КПЧ (или КПЧ-II)  [18, 

27,  60,  61]. Первичные КПЧ (изначально аморф-
ные и сферические) созревают в веретенообраз-
ные или игольчатые кристаллические вторич-
ные КПЧ  [18, 27, 60, 61]. КПМ и первичные КПЧ 
состоят из аморфного фосфата кальция, тогда 
как вторичные КПЧ образованы карбонат-гид
роксиапатитом (биоапатитом). КПЧ представляют 
собой скевенджеры кальция и фосфора, которые 
могут адсорбировать белки микроокружения 
(например, циркулирующие белки крови)  [18, 27, 
60, 61]. Кальций и фосфор взаимодействуют друг 
с другом в присутствии минерального шаперона 
фетуина-А и других кислых белков сыворотки, 
что приводит к образованию аморфного фосфата 
кальция (КПМ или первичных КПЧ) или карбо-
нат-гидроксиапатита (вторичных КПЧ) [22, 62–64]. 
Высокие концентрации фосфора ингибируют про-
дукцию оксида азота, что ухудшает вазодилата-
цию  [65–67], индуцирует апоптоз ЭК  [65,  67] и 
дозозависимо способствует системному воспале-
нию за счёт запуска окислительного стресса и 
стимуляции экспрессии провоспалительных ци-
токинов  [68]. Высокое содержание фосфатов счи-
тается независимым фактором дисфункции эндо-
телия и хронического стерильного воспаления  
низкой интенсивности  [69–71].
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Таблица 3. Специфические и общие цитокины с повышенным содержанием в культуральной среде (ЭК 
или моноциты) или сыворотке крыс после инкубации со свободными ионами Ca2+, КПМ-А и КПЧ-А (10  мкг 
кальция на 1 мл среды или крови) в течение 24 ч (для клеток) или 1 ч (для крыс) по сравнению с контролем 
(ФСБД)

Индуктор 
кальциевого стресса

In  vitro 
(бессывороточная 

культуральная среда 
от  HCAEC и HITAEС)

In  vitro 
(бессывороточная 

культуральная среда 
от  моноцитов)

In  vivo  
(сыворотка крови  крыс)

Свободные ионы Ca2+ 
(вводимые с CaCl2)

CXCL1/GROα,  
CD147/басигин,  
ST2, PDGF-AA,  
MIP-3α/CCL20

NGAL, CHI3L1, MMP-9
пролактин, GM-CSF, 
гепассоцин, CNTF, MMP-3, 
фракталкин, FGF-21, CXCL7, 
фибулин-3, Cyr61/CCN, GDF-15

КПМ-A
MCP-1/CCL2, CXCL1/GROα,  
MIF, uPAR,  
CD147/басигин, ST2

MMP-9, NGAL, CHI3L1

MCP-1/CCL2, MMP-9, пролактин, 
GM-CSF, RAGE/AGER, 
гепассоцин, фетуин-A, CNTF, 
MMP-3, HGF, фракталкин, 
FGF-21, CXCL7, фибулин-3, 
Cyr61/CCN, CCL11/эотаксин, 
CCL17/TARC, галектин-1, 
галектин-3, GDF-15

КПЧ-A

серпин E1/PAI-1, 
uPAR, CXCL1/GROα, 
MIP-3α/CCL20, MCP-1/CCL2, 
CD105/эндоглин, IL-8, 
MIF, CD147/басигин, ST2, 
RANTES/CCL5

серпин E1/PAI-1, 
uPAR, CXCL1/GROα, 
MIP-3α/CCL20, MMP-9, 
CXCL5/ENA-78, 
адипонектин, 
NGAL, IL-6, CHI3L1, 
аполипопротеин A-I

серпин E1/PAI-1, MCP-1/CCL2, 
MMP-9, пролактин, GM-CSF, 
RAGE/AGER, гепассоцин, 
фетуин-A, CNTF, MMP-3, 
фракталкин, FGF-21, 
фибулин-3, CCL17/TARC, 
галектин-3, GDF-15, 
Pref-1/DLK1/FA1

КПМ-A: повышение 
экспрессии в ЭК 
и  в  крысах

MCP-1/CCL2

КПМ-A: повышение 
экспрессии 
в  моноцитах 
и  в  крысах

MMP-9

КПЧ-A: повышение 
экспрессии в  ЭК 
и  в  моноцитах

uPAR, CXCL1/GROα, MIP-3α/CCL20

КПЧ-A: повышение 
экспрессии в  ЭК 
и  в  крысах

MCP-1/CCL2

КПЧ-A: повышение 
экспрессии 
в  моноцитах 
и  в  крысах

MMP-9

КПЧ-A: повышение 
экспрессии в  ЭК, 
моноцитах и  крысах

серпин E1/PAI-1

Хотя было показано, что исчерпание способ-
ности сыворотки связывать Ca2+ приводит к осаж-
дению КПЧ и что минеральный стресс влияет на 
развитие дисфункции эндотелия и системного 
воспаления, остаётся неясным, обусловлены ли 
последствия кальциевого стресса исключитель-
но количеством кальция или также формой его 
доставки (свободные ионы Ca2+, КПМ и КПЧ). Как 
правило, КПМ и КПЧ синтезируются искусственно 

путём смешивания избыточных ионов кальция и 
фосфора с белками в буферном растворе. Ответ на 
вышеуказанный вопрос может быть получен при 
использовании целостного подхода (добавление 
сыворотки как источника белка) или редукцио-
нистского подхода (добавление какого-либо из 
основных белков сыворотки, например, альбу-
мина или фетуина-А, в качестве источника бел-
ка). Целостный подход воспроизводит сценарий, 
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Рис. 10. Профилирование цитокинов в сыворотке крыс после внутривенного введения ФСБД (контроль), сво-
бодными ионами Ca2+, КПМ-А и КПЧ-А (10 мкг кальция на 1 мл крови) в течение 1 ч. Верхняя панель (крас-
ная рамка): зелёный цвет  – пролактин; тёмно-зелёный  – GM-CSF; чёрный цвет  – RAGE/AGER; голубой цвет  – 
гепассоцин/FGL-1; фиолетовый цвет  – фетуин-А; тёмно-синий цвет  – CNTF; золотой цвет  – MMP-3; розовый 
цвет  – HGF; коричневый цвет  – CX3CL1/фракталкин; красный цвет  – MCP-1/CCL2; лазурный цвет  – MMP-9. 
Нижняя панель (синяя рамка): зелёный цвет – FGF-21; тёмно-зелёный цвет – CXCL7; чёрный цвет – фибулин-3; 
голубой цвет  – Cyr61/CCN1; фиолетовый цвет  – CCL11/эотаксин; тёмно-синий цвет  – серпин E1/PAI-1; золо-
той цвет  – CCL17/TARC; розовый цвет  – галектин-1; коричневый цвет  – галектин-3; красный цвет  – GDF-15;  
лазурный цвет – Pref-1/DLK1/FA1. Короткие, средние и длинные стрелки указывают на кратность изменения 
в 1,20–1,49, 1,50–1,99 и ≥  2,00  раз соответственно по сравнению с группой ФСБД. Количество гиперэкспрес
сированных цитокинов при воздействии Ca2+, КПМ-А или КПЧ-А указано внизу рисунка

происходящий в сыворотке человека, тогда как 
редукционистский подход позволяет проанали-
зировать способность каждого белка сыворотки 
связывать минералы и исключить возможные 
отрицательные эффекты других компонентов 
сыворотки. Для более точного моделирования 
минерального стресса в данном исследовании 
был применён редукционистский подход для 
одновременного синтеза КПМ и КПЧ. В качестве 
источника белка для КПМ-А и КПЧ-А был выбран 
БСА, поскольку: (i)  нижний квартиль содержания 
альбумина в сыворотке связан с повышенным 
риском развития сердечно-сосудистых заболева-
ний и коррелирует с повышенной склонностью 
сыворотки крови к преципитации КПЧ  [11]; 
(ii)  концентрация альбумина в сыворотке крови 
положительно коррелирует с концентрацией КПЧ 
(измеренной с помощью меченого бисфосфоната) 
и общим содержанием кальция  [11]; (iii)  альбу-
мин является одним из двух основных скевендже-

ров ионизированного кальция наряду с фетуи-
ном-А  [7]; (iv)  альбумин удобен в использовании, 
так как его выраженный жёлтый цвет облегчает 
визуальный контроль качества при проведении 
эксперимента. Кроме БСА, для синтеза КПМ-Ф и 
КПЧ-Ф также использовался БСФ, поскольку имен-
но фетуин-А является основным минеральным 
шапероном, поддерживающим образование КПМ 
и КПЧ в организме человека  [1–4].

При смешивании физиологических концен-
траций БСА с супрафизиологическими концентра-
циями кальция и фосфата соотношение (%) между 
ионизированным, связанным с белками (КПМ) 
и связанным с фосфатом (КПЧ) кальцием соста-
вило 50  :  20  :  30 соответственно. Это подтвердило 
физиологическую значимость разработанной мо-
дели минерального стресса (так как соотношение 
ионизированного и связанного кальция состави-
ло 1  :  1) и продемонстрировало, что циркулирую-
щие минеральные депо  – КПМ и КПЧ  – способны 
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сохранять свою функцию связывания кальция на 
физиологическом уровне даже при выраженном 
минеральном стрессе. В условиях минерального 
стресса количество кальция в КПЧ превышало 
таковое в КПМ, что подчёркивает основную роль 
КПЧ как скевенджеров минералов, регулирую-
щих уровень ионизированного кальция в крови 
человека. Эти результаты согласуются с ранее 
опубликованными данными о соотношении 
кальция в КПЧ и КПМ (1  :  1)  [18,  72]. Они пред-
полагают, что КПЧ являются конечным буфером, 
который агрегирует избыточные ионы кальция 
и фосфора, предотвращая перенасыщение крови 
ионизированным кальцием при исчерпании дру-
гих минеральных буферов. Относительно низкая 
доля альбумина, связанного с КПЧ (~15%) даже 
при супрафизиологических условиях минераль-
ного стресса, указывает на то, что формирование 
КПЧ, вероятно, не влияет на функции альбумина 
в живом организме.

Для сравнения эффектов различных форм 
доставки кальция (CaCl2 как донор ионов Ca2+, 
КПМ-А/КПМ-Ф и КПЧ-А/КПЧ-Ф) были выбраны ЭК 
и моноциты, поскольку они являются первыми 
клеточными популяциями, взаимодействующими 
с КПЧ в организме человека. В данном исследо-
вании мы определили и использовали физио-
логическую дозу кальция (10  мкг/мл), поскольку 
данный параметр в организме строго регулиру-
ется для предотвращения аритмии и внескелет-
ной кальцификации  [73–75]. Эта доза вызывала 
10%-ное увеличение концентрации ионизирован-
ного кальция, что соответствовало межквартиль-
ному интервалу ионизированного кальция крови 
в популяции (от 0,10 до 0,14  ммоль/л, т.е. от 4,0 
до 5,6  мкг/мл)  [11]. Интернализация КПЧ является 
обязательным предварительным условием их па-
тологического воздействия  [8–19]. Было показано, 
что КПМ интернализуются ЭК в условиях потока 
аналогично КПЧ  [10,  13]. В соответствии с наши-
ми предыдущими данными  [9–15], инкубация 
артериальных ЭК с КПЧ-А усиливала экспрессию 
генов, кодирующих провоспалительные молеку-
лы клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1 и SELE) и 
провоспалительные цитокины (IL6, CXCL8, CCL2  
и CXCL1). Инкубация артериальных ЭК с КПЧ-Ф 
стимулировала экспрессию генов VCAM1, ICAM1, 
SELE, SELP, IL6, MIF и CXCL1. Подобное репро-
граммирование характерно для дисфункциональ
ных  ЭК  [55,  76,  77] и указывает на развитие хро- 
нического стерильного воспаления низкой интен-
сивности  [56–59] и ассоциированного со старени-
ем секреторного фенотипа  [78–80].

Инкубация ЭК и моноцитов с КПЧ-А или КПЧ-Ф  
(10  мкг кальция на 1  мл культуральной среды) 
усиливала выделение провоспалительных цито-
кинов. Среди молекул, повышенная экспрессия 

которых наблюдалась в артериальных ЭК и мо-
ноцитах после воздействия КПЧ-А, были цито-
кины и хемокины (IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2, CXCL1/
GROα, MIP-3α/CCL20), а также про- и антитромбо-
тические молекулы (PAI-1 и uPAR). Из них uPAR, 
MIP-3α/CCL20 и PAI-1 увеличивались в HCAEC, 
HITAEC и моноцитах. В обобщение результатов 
экспериментов in  vitro, воздействие КПЧ вызыва-
ло провоспалительный ответ, характеризующий-
ся активацией выделения цитокинов и соответ-
ствующими изменениями экспрессии генов. Хотя 
Ca2+, КПМ-А и КПМ-Ф также стимулировали выра-
ботку нескольких цитокинов ЭК, данный ответ 
был менее выраженным, что свидетельствовало 
об ограниченных патогенных эффектах этих форм 
кальция.

Профилирование цитокинов с помощью ИФА  
выявило статистически значимое увеличение про-
дукции IL-6, IL-8 и MCP-1/CCL2 в HCAEC и HITAEC 
после их инкубации с КПЧ-А. Тем не менее 
дот-блот-профилирование показало увеличение 
содержания IL-8 и MCP-1/CCL2 исключительно в 
HCAEC; IL-6 не был обнаружен в культуральной 
среде даже после её трёхкратной концентрации. 
Наиболее вероятной причиной этого несоответ-
ствия является ограниченная чувствительность 
полуколичественного хемилюминесцентного 
дот-блоттинга, так как уровни IL-6 не превыша-
ли 175  пг/мл (по сравнению с 250–500  пг/мл для 
IL-8 и 2500–6000  пг/мл для MCP-1/CCL2). Это пред-
положение частично подтверждается нашими 
предыдущими данными  [13], согласно которым 
концентрация IL-6 после 24-часового культиви-
рования ЭК, инкубированных с КПЧ, достигала 
300–450  пг/мл и могла быть обнаружена с помо-
щью дот-блоттинга.

Предыдущие исследования последовательно 
демонстрировали цитотоксические и провоспа-
лительные эффекты КПЧ, преимущественно опо-
средованные инфламмасомой NLRP3. Эти эффек-
ты обусловлены кальциевым и осмотическим 
стрессом, который возникает в результате резкого 
увеличения концентрации Ca2+ в цитозоле по-
сле  растворения кальция в лизосомах  [11,  81,  82]. 
Бафиломицин  А1, специфический ингибитор ва-
куолярной H+-ATPазы (V-ATPазы), предотвращал 
лизосомально-опосредованную гибель ЭК  [11] и 
сосудистых гладкомышечных клеток [81], вызван-
ную КПЧ, путём предотвращения ацидификации 
лизосом и растворения КПЧ. Аналогичные цито-
протекторные эффекты наблюдались при исполь-
зовании ингибиторов кальций-чувствительного 
рецептора, NLRP3 или каспазы-1 в условиях 
кальциевого стресса  [82]. Фармакологическое ин- 
гибирование ключевой лизосомальной про-
теазы катепсина  B также уменьшало выделение 
IL-1β макрофагами при воздействии КПЧ  [25,  82].  
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Протеомное профилирование выявило увеличе-
ние экспрессии белков, связанных с лизосомами 
(особенно белков лизосомальной мембраны) в 
артериальных ЭК  [13]. Молекулярные процессы, 
связанные с лизосомальным растворением каль-
ция (ацидификация вакуолей, регуляция pH, регу-
ляция протеолиза, увеличение концентрации Ca2+ 
в цитозоле и проницаемость наружной мембраны 
митохондрий), также были усилены в HCAEC и 
HITAEC, инкубированных с КПЧ  [13]. Протеомное 
профилирование позволило предположить, что 
лизосомальный ответ на интернализацию КПЧ 
включает использование уже существующего бел-
кового аппарата, а не регуляцию на транскрип-
ционном, посттранскрипционном и трансляцион-
ном уровнях  [15]. Хотя некоторые исследования 
сообщали об алкализации лизосом и снижении 
активности гидролаз при растворении КПЧ из-за 
избытка  Ca2+  [26,  28], в данном исследовании 
КПЧ-А и КПЧ-Ф были обнаружены в лизосомах 
ЭК с использованием стандартного pH-сенсора  
(LysoTracker Red). Обобщённые данные о лизо-
сомоспецифическом распределении и цитоток-
сических и проапоптотических эффектах КПЧ-А 
и  КПЧ-Ф позволяют предположить, что их пато-
генный профиль схож с таковым у КПЧ, выделен-
ных из атеросклеротических бляшек и сыворот-
ки [8], а также с КПЧ-П и КПЧ-С (кристаллические 
вторичные КПЧ)  [9–13, 15].

Внутривенное введение Ca2+, КПМ-А или 
КПЧ-А крысам линии Wistar, не имеющим дру-
гих факторов сердечно-сосудистого риска, также 
вызывало системный воспалительный ответ, 
преимущественно опосредованный хемокина-
ми (MCP-1/CCL2, CX3CL1, CXCL7, CCL11 и CCL17), 
гепатокинами (гепассоцин, фетуин-А, FGF-21 и 
GDF-15), протеазами (MMP-2 и MMP-3) и ингиби-
торами протеаз (PAI-1). Наши данные in  vitro и 
in  vivo подтверждают выраженный провоспали-
тельный эффект КПЧ. Для данного исследования 
на основании результатов предыдущих работ был 
выбран 1-часовой временной интервал  [13], учи-
тывая быстрое выведение избытка кальция из 
крови через его связывание кислыми белками 
сыворотки, удаление КПМ почками и переработ-
ку КПЧ в печени [5]. Концентрация ионизирован-
ного кальция является одним из наиболее строго 
регулируемых биохимических параметров крови 
человека (аналогичным pH); стабильная гипер-
кальциемия встречается относительно редко, а 
даже кратковременная гиперкальциемия может 
привести к аритмии  [83–86]. Модель транзитор-
ной гиперкальциемии, состояния, которое часто 
встречается у пациентов с гиперпаратиреозом 
или избыточным приёмом витамина  D, является 
весьма актуальной [83–86]. Патологические эффек-
ты кальциевого стресса, наблюдаемые через  1  ч  

после внутривенного введения CaCl2, КПМ или 
КПЧ крысам линии Wistar, были связаны с хро-
ническим стерильным воспалением низкой ин-
тенсивности, определяемым как умеренное уве-
личение уровней цитокинов в кровотоке. Таким 
образом, кальциевый стресс способен приводить 
к провоспалительному состоянию, которое само 
по себе может поддерживать активацию эндоте-
лия. Если такое состояние остаётся неконтроли-
руемым (например, у пожилых пациентов с более 
чем одним сопутствующим заболеванием, таким 
как диабет или хроническая болезнь почек), та-
кие временные повышения провоспалительных 
цитокинов могут способствовать синдрому стар-
ческой астении, при котором биологический воз-
раст превышает хронологический  [56–59].

Наши результаты согласуются с данными, 
полученными группой W.  Jahnen-Dechent, которые 
показали отсутствие токсичности или провоспа-
лительных эффектов у КПМ после их интерна-
лизации синусоидальными ЭК печени и эпите-
лиальными клетками проксимальных канальцев, 
в отличие от КПЧ, которые проявляли значи-
тельные цитотоксические эффекты и вызывали 
быструю активацию инфламмасомы NLRP3 уже 
через 2  ч после добавления КПЧ  [18]. Объединён-
ный анализ результатов in vitro и in vivo показал, 
что PAI-1 был единственной молекулой, уровень 
которой стабильно повышался в ЭК, моноцитах 
и сыворотке крыс после инкубации с КПЧ-А.  
Причины такого устойчивого повышения уровня 
PAI-1 могут включать его относительно высокую 
экспрессию (что позволяет фиксировать увели-
чение его выделения методом дот-блоттинга) 
и кальций-зависимую регуляцию. Другие цито-
кины, концентрация которых была повышена в 
культуральной среде от клеток, инкубированных 
с КПЧ-А/КПЧ-Ф, или в сыворотке крыс, которым 
внутривенно вводили КПЧ-А/КПЧ-Ф (uPAR, CXCL1/
GROα, MIP-3α/CCL20, MCP-1/CCL2 и MMP-9), демон-
стрировали менее стабильную экспрессию в 
разных экспериментальных моделях. Например, 
uPAR и CXCL1/GROα характеризовались умерен-
ным сигналом в культуральной среде от ЭК и 
моноцитов, тогда как MIP-3α/CCL20 и MMP-9 были 
высокоэкспрессированы в культуральной среде от 
моноцитов, но не ЭК. Подобно PAI-1, MCP-1/CCL2 
показывал относительно высокую экспрессию 
во всех моделях, но не был повышен в культу-
ральной среде от моноцитов. PAI-1 продуцирует-
ся  [87,  88] и его активность поддерживается  [89] 
кальций-зависимым образом, что предполагает 
наличие механизма, обеспечивающего актива-
цию его выделения после инкубации с КПЧ-А или 
КПЧ-Ф. К сожалению, предыдущие исследования 
не изучали продукцию PAI-1 различными клеточ-
ными популяциями после воздействия КПЧ.
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Последующие исследования могут быть сосре-
доточены на изучении эффектов КПМ и КПЧ, учи-
тывая высокое сродство фетуина-А к кальцию и 
уникальную функцию этого белка как минераль-
ного шаперона, регулирующего формирование 
КПЧ, хотя средний уровень фетуина-А в сыво-
ротке (1  г/л) значительно ниже, чем у альбумина 
(34  г/л)  [90–93]. Перспективным направлением яв-
ляется исследование комбинированных эффектов 
Ca2+ и КПМ или КПЧ, поскольку кальций-чувстви-
тельный рецептор способствует интернализации 
КПЧ  [39], что может усиливать их патогенные 
эффекты. Другой задачей является определение 
иерархии способности кислых белков сыворотки 
(например, таких как альбумин, фетуин-А, остео-
нектин, остеопротегерин, остеопонтин, матрикс-
ный Gla-белок, Gla-богатый белок, альфа-1-кислый 
гликопротеин, трансферрин, гаптоглобин, фибри-
ноген, церулоплазмин, альфа-2-макроглобулин, 
иммуноглобулин  А, фибронектин и антитром-
бин  III) связывать минералы. С диагностической 
точки зрения дифференциальное обнаружение 
КПМ и КПЧ может быть выполнено с использо-
ванием проточной цитометрии с флюоресцентно 
меченным бисфосфонатом (например, IVISense 
Osteo 680) и искусственно синтезированных КПМ 
и КПЧ. Измерение концентраций КПМ и КПЧ в 
сыворотке крови здоровых людей и при различ-
ных заболеваниях может помочь лучше понять 
патофизиологическую значимость этих пара
метров.

Полученные результаты позволяют предпо-
ложить, что негативные эффекты кальциевого 
стресса определяются формой доставки кальция, 
а не только его количеством. Это может свиде-
тельствовать о необходимости пересмотра под-
ходов к количественной оценке КПЧ, хотя аль-
тернативные методы (флюоресцентное мечение 
в сочетании с проточной цитометрией, турбиди-
метрия, нефелометрия, динамическое рассеяние 
света и сканирующая электронная микроскопия) 
менее стандартизированы, и их применение для 
количественной оценки КПЧ in  vitro является 
предметом широкого обсуждения. Динамическое 
рассеяние света и сканирующая электронная мик-
роскопия занимают достаточно много времени, в 
то время как результаты турбидиметрии зависят 
от распределения размеров частиц. Последующие 
исследования в этом направлении, вероятно, бу-
дут сфокусированы на разработке новых методов 
количественной оценки КПЧ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы установили, что физиологическое уве
личение концентрации Ca2+ (на 10%, что эквива-

лентно межквартильному интервалу в популя- 
ции) достигается добавлением 10  мкг кальция на 
1  мл бессывороточной культуральной среды или 
сыворотки крыс. Инкубация ЭК и моноцитов с 
таким количеством КПЧ-А или КПЧ-Ф иницииро-
вала их провоспалительную активацию, прояв-
лявшуюся в виде транскрипционного репрограм-
мирования и увеличенного выделения цитокинов, 
продуцируемых эндотелием (IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2, 
uPAR, MIP-3α/CCL20, PAI-1) и моноцитами (IL-6, IL-8, 
MIP-1α/1β, MIP-3α/CCL20, uPAR, PAI-1, CXCL1, CXCL5). 
Добавление свободных ионов Ca2+ и КПМ-А вызы-
вало ограниченные отрицательные эффекты в ЭК 
и моноцитах, хотя КПМ интернализировались ЭК 
в условиях потока аналогично КПЧ. Все формы 
доставки кальция (свободные ионы Ca2+, коллоид-
ные КПМ-А и корпускулярные КПЧ-А) вызывали 
системный воспалительный ответ у крыс линии 
Wistar (Ca2+: 22  цитокина, КПМ-А: 30  цитокинов, 
КПЧ-А: 24  цитокина). PAI-1 был единственной мо-
лекулой, уровень которой стабильно повышался 
и в ЭК, и в моноцитах, и в сыворотке крыс после 
инкубации с КПЧ-А. Повышение выделения хемо-
кинов (CX3CL1, MCP-1/CCL2, CXCL7, CCL11, CCL17) 
и гепатокинов (гепассоцин, фетуин-А, FGF-21, 
GDF-15) после воздействия КПЧ свидетельствует 
об их роли в развитии хронического стерильного 
воспаления низкой интенсивности.

Дополнительные материалы. Приложение 
к статье опубликовано на сайте журнала «Био-
химия» (https://biochemistrymoscow.com).
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М., Е.Т., А.Л. и А.С. разработали методологию иссле-
дования, провели эксперименты и проанализи-
ровали данные; А.К. провёл анализ и валидацию 
данных, получил финансирование, осуществлял 
общее руководство проектом, подготовил рисун-
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Соблюдение этических норм. Все протоко-
лы экспериментов на животных были одобрены 
Локальным этическим комитетом Научно-иссле-
довательского института комплексных проблем 
сердечно-сосудистых заболеваний (код протокола: 
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042/2023; дата одобрения: 4 апреля 2023 г.). Все экс-
перименты на животных проводились в соответ-
ствии с Европейской конвенцией о защите позво-

ночных животных (Страсбург, 1986) и Директивой 
2010/63/EU Европейского парламента о защите 
животных, используемых в научных целях.
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PHYSIOLOGICAL CONCENTRATIONS OF CALCIPROTEIN 
PARTICLES TRIGGER ACTIVATION AND PRO-INFLAMMATORY 

RESPONSE IN ENDOTHELIAL CELLS AND MONOCYTES

D. K. Shishkova, V. E. Markova, Y. O. Markova, M. Yu. Sinitsky,  
A. V. Sinitskaya, V. G. Matveeva, E. A. Torgunakova, A. I. Lazebnaya,  

A. D. Stepanov, and A. G. Kutikhin*

Department of Experimental Medicine, Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, 
650002 Kemerovo, Russia; e-mail: kytiag@kemcardio.ru

Supraphysiological concentrations of calciprotein particles (CPPs), which are indispensable scavengers 
of excessive Ca2+ and PO43– ions in blood, induce pro-inflammatory activation of endothelial cells 
(ECs) and monocytes. Here, we determined physiological levels of CPPs (10  μg/mL calcium, corre-
sponding to 10% increase in Ca2+ in the serum or medium) and investigated whether the pathological 
effects of calcium stress depend on the calcium delivery form, such as Ca2+ ions, albumin- or fetu-
in-centric calciprotein monomers (CPM-A/CPM-F), and albumin- or fetuin-centric CPPs (CPP-A/CPP-F).  
The treatment with CPP-A or CPP-F upregulated transcription of pro-inflammatory genes (VCAM1, 
ICAM1, SELE, IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF) and promoted release of pro-inflammatory cytokines 
(IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2, and MIP-3α/CCL20) and pro- and anti-thrombotic molecules (PAI-1 and uPAR) 
in human arterial ECs and monocytes, although these results depended on the type of cell and cal-
cium-containing particles. Free Ca2+ ions and CPM-A/CPM-F induced less consistent detrimental ef-
fects. Intravenous administration of CaCl2, CPM-A, or CPP-A to Wistar rats increased production of 
chemokines (CX3CL1, MCP-1/CCL2, CXCL7, CCL11, CCL17), hepatokines (hepassocin, fetuin-A, FGF-21, 
GDF-15), proteases (MMP-2, MMP-3) and protease inhibitors (PAI-1) into the circulation. We concluded 
that molecular consequences of calcium overload are largely determined by the form of its delivery  
and CPPs are efficient inducers of mineral stress at physiological levels.

Keywords: calciprotein particles, calciprotein monomers, calcium ions, calcium stress, mineral stress, 
endothelial cells, monocytes, endothelial dysfunction, endothelial activation, systemic inflammatory 
response
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