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Зависимость от психоактивных веществ представляет собой феномен, в основе которого лежит 
изменение под их действием общих молекулярно-клеточных механизмов, структур и нейрон-
ных сетей, лежащих в основе нормального функционирования мозга и реализующих стрессор-
ный ответ, подкрепление и аверсию, научение и память. В результате формируются состояния 
аберрантной пластичности, ассоциированные с соматическими изменениями, которые опреде-
ляют патогенез и симптоматику химической зависимости и одновременно могут рассматри-
ваться как мишени для разработки терапии таких зависимостей. Представлена основанная на 
холистическом подходе интегративная схема участия стресса и нейропластических изменений 
в формировании порочного круга синдрома патологической зависимости от психоактивных 
веществ. Этот спецвыпуск журнала посвящен молекулярным механизмам расстройств, связан-
ных с употреблением психоактивных веществ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: психоактивные вещества, зависимость, мозг, стресс, нейропластичность, 
нейроэндокринные механизмы.

DOI: 10.31857/S0320972524110014 EDN: ILHSWQ

Принятые сокращения: ВОП – вентральная область покрышки; ГГНО – гипоталамо-гипофизарная-надпочеч-
никовая ось; ГП  – гиппокамп; ПАВ  – психоактивное вещество; ПФК  – префронтальная кора; СТР  – стриатум.
* Адресат для корреспонденции.
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Фраза, приписываемая Бернарду Шоу 

Этот выпуск журнала «Биохимия» посвящен 
молекулярным механизмам зависимости от пси-
хоактивных веществ. Психоактивные вещества 
(ПАВ)  – химические соединения с различными 
фармакодинамическими свойствами и молеку-
лярными мишенями  – объединены способностью 
вызывать чувство удовлетворения и эйфории, что 
при хроническом приеме может сопровождаться 
развитием патологической зависимости  [1]. Фор-
мирование зависимости от ПАВ (алкоголя, нарко

тиков, ненаркотических ПАВ) является хрониче-
ским рецидивирующим процессом у имеющих 
биологическую предрасположенность лиц, при 
котором ПАВ при наличии специфических внеш-
них стимулов вызывают в целом сходные адапта-
ционные процессы на молекулярном, клеточном 
и функциональном уровнях.

Адаптационные процессы в мозге реализуют-
ся в форме нейропластичности, которая охватыва-
ет многообразные процессы на уровне от молекул 
до нервных сетей [2]. При этом с точки зрения 
интегративной нейробиологии была сформули-
рована концепция о континууме нейропластич-
ности и нейропатологии. Очевидно, что общность 
и плейотропность механизмов на молекулярном, 
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синаптическом, клеточном и сетевом уровнях 
ассоциирована с высокой адаптивной пластично-
стью ряда отделов мозга (например, гиппокампа), 
ответственных за его интегративную функцию, 
в  т.ч. обучение и память [3]. При этом ценой вы-
сокой пластичности становится селективная чув-
ствительность этих структур к развитию различ-
ных патологических процессов.

Трудности лечения и профилактики зависи-
мостей от ПАВ связаны со сложностью и много-
мерностью механизмов формирования таких 
зависимостей, множественных состояний в кон-
тинууме пластичности–патологии, которые разви-
ваются на основе фундаментальных физиологиче-
ских механизмов функционирования мозга, таких 
как стресс-реактивность, подкрепление и авер-
сия, научение и память. Холистический подход 
(термин «холизм» был введен в 1926 г. Я. Смэтсом  
(J.  Smuts))  [4], интегрирующий различные меха-
низмы и аспекты развития зависимости, пред-
ставляется нам адекватным аналитическим ин- 
струментом, который позволяет учесть многофак-
торность и многоэтапность феномена зависимо-
сти и понять, каким образом последовательно из-
меняется функционирование мозга от изменения 
активности генома, биохимических изменений, 
ремоделирования нейрональных связей до выхо-
да поведенческих актов на новый уровень [5].

Такой подход тем более важен, что форми-
рование зависимостей от ПАВ происходит в ре-
зультате тесного взаимодействия центральных 
и периферических систем. В обзоре [6] данного 
выпуска представлены современные представле-
ния о молекулярных механизмах, которые лежат 
в основе взаимодействия висцеральных систем с 
центральными механизмами химической зави-
симости. Болезни зависимости ассоциированы 
с измененной пластичностью специфических 
структур мозга, при этом развитие зависимостей 
сопровождается стрессорными реакциями, адап-
тивными процессами, процессами обучения и 
памяти, реализация которых находится под кон-
тролем центральной нейрогуморальной стресс-
реализующей системы, гипоталамо-гипофизарно-
надпочечниковой оси (ГГНО). Эта система тесно 
связана с иммунными реакциями, процессами 
воспаления и функционирует в качестве ключе-
вого регулятора важнейших событий, запускаю-
щих пластические изменения в мозге,  – систем- 
ных воспалительных процессов и нейровоспале-
ния  [7]. В данном выпуске представлен обзор  [8], 
а  также работы, касающиеся роли воспалитель-
ных процессов в патогенезе алкогольной зависи-
мости в клинике [9] и модельных экспериментах  
на животных [10, 11].

На рис.  1 представлена интегративная схема 
участия стресса и нейропластических измене-

ний в формировании порочного круга синдрома 
патологической зависимости от ПАВ в результате 
изменений пластичности основных вовлеченных 
структур мозга. Напрямую или опосредованно ПАВ 
стимулируют дофаминергические проекции вен-
тральной области покрышки (ВОП) в стриатум 
(СТР) и префронтальную кору (ПФК), что состав-
ляет ключевой механизм подкрепления [12,  13]. 
ПАВ влияют на систему подкрепления, которая в 
обычных условиях является мишенью естествен-
ных стимулов [14], однако степень воздействия 
ПАВ несоизмеримо выше  [15]. При сочетании 
внешних (стресс [16]) и внутренних (генетическая 
предрасположенность [17]) факторов становится 
возможной добровольная хроническая интокси-
кация, которая со временем может приобретать 
неконтролируемый характер и сопровождать-
ся развитием толерантности и формированием 
устойчивых условных ассоциативных связей [18]. 
Считается, что на данном этапе задействованы 
стресс-реактивная ГГНО, ПФК как центр принятия 
решений и гиппокамп (ГП) как структура, ключе-
вая для научения и формирования памяти.

Изменение спектра экспрессируемых генов в 
специфических отделах мозга, эпигенетические 
изменения, нарушения в нейрохимических систе-
мах биогенных аминов, нейропептидов, возбуж-
дающих и тормозных аминокислот (в данном вы-
пуске этим аспектам посвящены работы [19–21]), 
нарушение трофической регуляции нейронов,  
развитие воспалительного процесса и как резуль-
тат – активные структурно-функциональные пере-
стройки мезокортиколимбической системы явля-
ются основой адаптационного процесса перехода  
ЦНС на функционирование в условиях хрони-
ческой интоксикации ПАВ  [22,  23]. Расстройства, 
развивающиеся в результате злоупотребления 
ПАВ, рассматриваются как патологическая форма 
обучения и консолидации памяти, сопровождаю-
щаяся изменением архитектуры синаптических 
контактов в результате адаптивных процессов 
во внутриклеточных сигнальных каскадах дофа-
минергических нейронов, прежде всего в каска-
де протеинкиназа  А–транскрипционный фактор 
CREB [24].

Прекращение поступления ПАВ при сформи-
рованной зависимости сопровождается дефици-
том положительного подкрепления, развитием 
болезненного синдрома отмены, который имеет 
как физиологические проявления, так и выра-
женный аффективный компонент. Абстинентные 
расстройства являются дополнительным стрес-
сорным фактором и основой формирования отри-
цательного подкрепления. Ключевая роль в раз-
витии аффективного компонента абстинентных 
расстройств отводится амигдале (амигдалярному 
комплексу) и ГГНО [25]. Исходя из концепции  
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Рис. 1. Участие стресса и нейропластических изменений в формировании порочного круга синдрома па-
тологической зависимости от психоактивных веществ (ПАВ): холистический подход. Развитие зависимо-
сти от  ПАВ осуществляется на базе фундаментальных механизмов нормального функционирования мозга, 
включая стресс-реактивность, подкрепление (положительное и отрицательное), обучение и память. Различ-
ные ПАВ, наряду со специфическими эффектами, вызывают типовые адаптивные и патологические про-
цессы на молекулярном, клеточном и функциональном уровнях. В процессе формирования зависимости 
ключевой механизм влияния ПАВ на функционирующую в норме систему положительного подкрепления 
составляет стимуляция дофаминергических проекций вентральной области покрышки (ВОП) в стриатум 
(СТР) и действие на префронтальную кору (ПФК). При этом стрессорные факторы, действие которых опо-
средовано стресс-реактивной гипоталамо-гипофизарной-надпочечниковой осью (ГГНО; ГП – гипоталамус, 
ГФ-гипофиз, НП – надпочечники) во взаимодействии с ядрами амигдалы (АМ) способствуют добровольной 
хронической интоксикации, которая становится неконтролируемой. Это сопровождается развитием толе-
рантности к ПАВ и формированием условных ассоциативных связей, при этом включается система клю-
чевых структур в процессах научения и памяти: гиппокамп (ГП), ПФК и AM, которая имеет тесные связи 
с ГГНО. Прекращение поступления ПАВ при сформированной зависимости сопровождается развитием син-
дрома отмены (абстинентным синдромом), который, проявляясь на физиологическом и аффективном уров-
нях, ассоциирован со снижением положительного подкрепления. Абстинентные расстройства становятся 
новым тяжелым стрессорным фактором, на базе которого формируется отрицательное подкрепление, опо-
средованное ГГНО и АМ. С дисфункцией ГГНО связано и проявление рецидива, развивающегося на фоне 
ослабления контроля со стороны ПФК. Реконсолидация памяти – физиологический триггер рецидива, а АМ, 
ГП и СТР – ключевые структуры. Ассоциированные с развитием зависимости изменения нейропластич-
ности охватывают все уровни, от эпигенетического, молекулярного и синаптического до клеточного и се-
тевого. Хроническая интоксикация ПАВ приводит как к адаптивным, так и патологическим изменениям 
экспрессии различных генов, нейрохимическим нарушениям в системах нейромедиаторов и трофических 
факторов, развитию воспалительного процесса и как результат – структурно-функциональным перестрой-
кам задействованных структур. Следует учесть, что приведенные на рисунке ассоциации структур голов-
ного мозга с определенными этапами формирования зависимости достаточно условны и не могут учесть 
всех известных связей между указанными и другими структурами мозга. Тем не менее, очевидно, что функ-
циональная плейотропность структур мозга, задействованных в процессах стресса, адаптации, обучения  
и памяти, характерная для здорового мозга, играет важную роль и при формировании зависимости, с од-
ной стороны, обеспечивая процессы адаптации к интоксикации ПАВ, а с другой стороны, формируя пато-
логический фенотип зависимости. В итоге зависимость от ПАВ реализуется на базе фундаментальных фи-
зиологических механизмов функционирования мозга, таких как стресс, подкрепление и аверсия, научение 
и память. В приведенной на этом рисунке интегративной схеме использована информация, представленная 
в статьях [12, 13, 18, 25–28], а  также шаблонов Servier Medical Art (Servier), предоставляемых по свободной 
лицензии Creative Commons Attribution  3.0 unported license.

зависимости как аберрантной формы научения и 
памяти сочетание условных и безусловных сти-
мулов приводит к реконсолидации памяти, что 
является триггером рецидива. Амигдала, ГП и СТР 
являются ключевыми структурами этого процесса, 
а сигнальные каскады, инициируемые дофамино-
выми и глутаматными рецепторами, – его моле-

кулярной основой [26]. Рецидив также связывают 
с ослаблением контроля со стороны ПФК  [27]. 
Нарастание стрессорного влияния, развитие де-
прессивной симптоматики, которые сопровожда-
ются активацией ГГНО, снижением трофической 
регуляции и атрофией областей лобной коры 
являются предикторами рецидива  [28]. Череда 
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положительного и отрицательного подкрепления 
кристаллизует ассоциативные связи зависимости 
и нарушает гомеостатические механизмы функ-
ционирования ЦНС [29]. Таким образом, синдром 
патологической зависимости от ПАВ  – это пороч-
ный круг, состоящий из циклов интоксикации и 
воздержания с вовлечением анатомических суб-
стратов, специфических для каждого акта (рис. 1).

С увеличением длительности срока воздер-
жания структурно-функциональные нарушения в 
ЦНС постепенно восстанавливаются [30]. Иными 
словами, если исключить поступление ПАВ при 
отсутствии значимого органического поврежде-
ния, мозг достигнет если не исходных парамет-
ров функционирования, то по крайне мере мак-
симально к ним приблизится. Ключевой аспект 
зависимости  – это влечение к ПАВ, которое при 
стечении внешних обстоятельств и внутренней 
готовности приведет к реализации мотиваци-
онного акта и последующему рецидиву. Одна из 
основных задач терапии – стабилизировать ре-
миссию, предотвратить реконсолидацию памяти, 
ослабить влечение и мотивацию к употреблению. 
Разработка подходов к патогенетически обосно-
ванной терапии болезней зависимости основана, 
в том числе, на понимании важной роли изме-
нений систем нейротрофических факторов в раз-
витии зависимости от ПАВ  [31]. В этом выпуске 
представлена работа, в которой показано, что 
низкомолекулярные миметики нейротрофина-3 
ослабляют соматические проявления синдрома 
отмены морфина у крыс  [32]. С другой стороны, 
важной проблемой является поиск новых биомар-
керов, отражающих процессы, происходящие в го-
ловном мозге, при формировании зависимости от 
ПАВ. В данном выпуске этому аспекту посвящена 

обзорная статья о малых внеклеточных везикулах 
в периферической крови [33].

Подводя итог, можно заключить, что хими-
ческая зависимость – поистине удивительный 
феномен, в основе которого лежит узурпация 
ПАВ общих молекулярно-клеточных механизмов, 
структур и нейронных сетей, фундаментальных 
для нормального функционирования мозга, на 
базе которых реализуются стрессорный ответ, 
подкрепление и аверсия, научение и память. 
В  результате формируются состояния аберрант-
ной пластичности, ассоциированные с сомати-
ческими изменениями, которые лежат в основе 
патогенеза и симптоматики зависимости от ПАВ 
и одновременно являются мишенями для раз-
работки терапии таких зависимостей. При этом 
важно отметить, что общие механизмы патогене-
за на молекулярно-клеточном и сетевом уровне 
объясняют высокую частоту коморбидности за-
висимости от ПАВ и многих других психических 
заболеваний [17,  34,  35].

Вклад авторов. Н.В.  Гуляева – концепция, по-
иск и анализ данных литературы, окончательное 
редактирование статьи; Д.И.  Перегуд – концепция, 
поиск и анализ данных литературы, написание 
первичного текста.
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Dependence on psychoactive substances is a phenomenon that is based on the alterations of common 
molecular cellular mechanisms, structures and neuronal networks underlying normal brain func-
tioning and realizing stress response, reinforcement and aversion, learning and memory. As a result, 
aberrant neuroplasticity states associated with somatic changes are formed, which determine the 
pathogenesis and symptoms of chemical dependence and at the same time can be considered as 
targets for the development of therapies for such addictions. An integrative scheme of stress and 
neuroplastic changes participation in the formation of the vicious circle of pathological substance 
dependence syndrome based on a holistic approach is presented.
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Синдром патологической зависимости от психоактивных веществ формируется при хрони-
ческой интоксикации. В  основе этого синдрома лежат структурно-функциональные измене-
ния нейроэндокринных, нейромедиаторных и нейромодуляторных систем в специфических 
областях головного мозга, связанных с механизмами подкрепления и стресс-реактивности. 
На  фоне интоксикации могут утяжеляться течения существующих болезней и развиваться 
новые соматические заболевания. Расстройства, связанные с употреблением психоактивных 
веществ, и коморбидное заболевание оказывают взаимное влияние, усугубляя клиническое те-
чение каждого. Выявление общих биохимических механизмов коморбидности может являться 
основой создания и внедрения в практику эффективных средств фармакологической коррек-
ции, включая репозиционирование известных препаратов. В  настоящем обзоре представлены 
современные представления о молекулярных механизмах, которые лежат в основе взаимодей-
ствия висцеральных систем с центральными механизмами химической зависимости.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: психоактивные вещества, зависимость, мозг, висцеральные системы, нейро-
эндокринные механизмы, нейромедиаторы, нейромодуляторы, соматические заболевания.

DOI: 10.31857/S0320972524110029 EDN: ILDFUE

Принятые сокращения: АПФ  – ангиотензин-превращающий фермент; ГГНО  – гипоталамо–гипофизарная–
надпочечниковая ось; ГЭБ  – гематоэнцефалический барьер; ПАВ  – психоактивное вещество; ССС  – сердечно-
сосудистая система; ЖКТ  – желудочно-кишечный тракт; ANP  – предсердный натрийуретический пептид; 
BDNF  – нейротрофичесий фактор мозга; FGF  – ростовой фактор фибробластов; GLP-1  – глюкагоноподобный 
пептид-1; PPAR  – рецептор, активируемый пролифераторами пероксисом.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ.  
ЗАВИСИМОСТЬ ОТ ПСИХОАКТИВНЫХ  
ВЕЩЕСТВ – ЗАБОЛЕВАНИЕ НЕ ТОЛЬКО  

ЦЕНТРАЛЬНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ

Не менее 1% населения мира страдает рас-
стройствами, связанными с потреблением психо-
активных веществ (ПАВ, вещества, влияющие на 

функции центральной нервной системы  (ЦНС) и 
приводящие к изменению психического состоя-
ния, вплоть до измененного состояния сознания). 
Эти расстройства являются тяжелым социально-
экономическим бременем; а их распространен-
ность, заболеваемость и величина экономических 
потерь демонстрируют стойкую тенденцию к ро-
сту [1]. Расстройства, развивающиеся в результате 
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потребления  ПАВ, характеризуются хроническим 
рецидивирующим течением, потерей контроля 
и чрезмерным потреблением  ПАВ, несмотря на 
очевидные негативные последствия. В  основе 
патогенеза таких состояний лежат изменения 
функционирования нейроэндокринных, нейро-
медиаторных и нейромодуляторных систем в спе-
цифических областях головного мозга, связанных 
с механизмами подкрепления и стресс-реактивно-
сти  [2]. Поскольку хроническое воздействие  ПАВ 
сопровождается, наряду с патологическими 
процессами, также и адаптивными реакциями 
в  ЦНС, химическая зависимость рассматривается 
и как вариант своеобразной аберрантной нейро-
пластичности  [3], в которой определяющую роль 
может играть дисбаланс нейротрофинов  [4].

Несмотря на определенные успехи в пони-
мании закономерностей хронического воздей-
ствия  ПАВ, возможности и эффективность фар-
макотерапии зависимостей остаются достаточно 
ограниченными. Так, Управлением по санитар-
ному надзору за качеством пищевых продуктов 
и медикаментов США (FDA, U.S. Food and Drug Ad
ministration) для лечения расстройств, связанных 
с потреблением  ПАВ, одобрены единичные фарм-
препараты. Например, для лечения зависимости 
от алкоголя одобрены только ингибитор ацет-
альдегиддегидрогеназы дисульфирам, антагонист 
опиоидных рецепторов налтрексон и препарат с 
нейромодулирующим действием акампромсат [5], 
а для лечения опийной зависимости – налтрексон 
и опиоиды, используемые в заместительной тера-
пии (бупренорфин и метадон)  [6]. При этом пре-
параты, одобренные для лечения зависимости от 
психостимуляторов (психотропные вещества, ак-
тивизирующие психическую и в меньшей степе-
ни физическую активность организма), на рынке 
отсутствуют. Очевидно, что препараты, используе-
мые в терапии зависимостей, преимущественно 
действуют на центральные нейромедиаторные 
системы и соответствующие рецепторы. Высокая 
социальная и биологическая значимость данных 
расстройств и ограниченность терапевтических 
подходов определяет актуальность изучения био-
логических механизмов всех уровней (от молеку-
лярного до интегративного на уровне организма), 
опосредующих формирование и течение болезней 
химической зависимости.

Расстройства, развивающиеся в результате 
потребления ПАВ, характеризуются периодиче-
ским или постоянным течением с увеличением 
дозировки потребляемого вещества в результа-
те развития толерантности, потерей контроля, 
развитием синдрома отмены, озабоченностью 
поиском или употреблением вещества, а также 
продолжением злоупотребления, несмотря на оче-
видные психологические, физические и социаль-

ные последствия  [7,  8]. По  сути, процессы риско-
ванного потребления, пристрастия и зависимости 
интегрированы в единую психопатологическую 
структуру, ключевым субстратом которой явля-
ется головной мозг  [9,  10]. Критерии различных 
систем классификации этих расстройств недос-
таточно учитывают вклад физического здоровья 
в формирование зависимости от  ПАВ. Это, несо-
мненно, существенное упущение, потому что по 
умолчанию такие расстройства представляют как 
заболевание ЦНС, игнорируя вовлеченность прак-
тически всех висцеральных систем организма, о 
которой и пойдет речь в данном обзоре.

ПАВ являются ксенобиотиками и, следова-
тельно, токсичность ПАВ, помимо влияния на 
ЦНС, оказывает значимое действие на функцио-
нирование внутренних органов. Не  удивительно, 
что злоупотреблению ПАВ зачастую сопутствуют 
коморбидные заболевания, например, кардиоме-
таболический синдром  [11], эндокринопатии  [12], 
нарушения пищевого поведения  [13] и ряд дру-
гих. Примерно у половины потребителей ПАВ 
с зависимостью имеется хотя бы одно хрониче-
ское соматическое заболевание  [14]. Наличие рас-
стройств, связанных с потреблением ПАВ, значи-
тельно повышает риск развития соматической 
патологии  [15]. Коморбидность соматической па-
тологии и зависимости от ПАВ значительно повы-
шает смертность от многих заболеваний, включая 
заболевания желудочно-кишечного тракта  (ЖКТ), 
сердечно-сосудистой системы  (ССС), эндокринные 
заболевания и патологии, связанные с метаболи-
ческими нарушениями  [16]. Распространенность 
болезней зависимости у лиц с расстройством пи-
щевого поведения достигает  40%, а расстройство 
пищевого поведения у лиц с зависимостью может 
достигать  30%, что значительно выше доли в об-
щей популяции  [17]. Коморбидность расстройств 
пищевого поведения с зависимостью от ПАВ при 
этом повышает риск развития соматических забо-
леваний  [18]. Нарушение циркадианных ритмов, 
структуры сна, его качества и длительности со-
путствует злоупотреблению ПАВ, достигая  90% в 
случае алкогольной зависимости  [19] и до  80%  – 
в  случае зависимости от нелегальных ПАВ  [20]; 
это значительно превосходит долю людей с про-
блемами со сном в популяции в целом. Наруше-
ния пищевого поведения и нарушения сна отно-
сятся к психоневрологическим расстройствам и 
тесно связаны с физическим здоровьем человека.

Несомненно, психическое и физическое здо-
ровье тесно взаимосвязаны  [21]. Это очень ярко 
проявляется на примере заболеваний аффектив-
ного спектра. Доказано, что в основе развития 
стресс-индуцированных психических расстройств, 
в частности, психогенной депрессии, лежит тес-
ное взаимодействие центральных и перифери
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ческих механизмов  [22]. Подобный пример осо-
бенно важен для рассмотрения формирования 
зависимостей ввиду того, что психопатологиче-
ски пристрастие формируется как средство дости-
жения ощущения благополучия на фоне хрони-
ческого стресса и психического напряжения  [23], 
т.е.  в определенной степени представляет по-
пытку адаптации к стрессу. Действительно, при 
развитии патологического паттерна потребле-
ния ПАВ отмечается дисбаланс в системе стресс-
реактивности  [2]. В  развитии патологии мозга в 
условиях хронического стресса и формирования 
депрессивного фенотипа ключевая роль отво-
дится стресс-реактивным системам и их медиа-
торам  – кортикостероидам  [24,  25]. Вероятность 
развития депрессии значительно увеличивается 
в условиях хронической соматической патоло-
гии, в свою очередь, депрессия рассматривается 
как самостоятельный фактор риска повышенного 
уровня заболеваемости и смертности при многих 
соматических заболеваниях. При этом эффектив-
ная терапия депрессии способствует не только 
восстановлению психического здоровья, но и 
способствует улучшению клинического прогноза 
сопутствующих соматических заболеваний  [26].

Таким образом, расстройства, связанные с 
употреблением ПАВ, и коморбидное соматиче-
ское заболевание оказывают взаимное влияние, 
утяжеляя клиническое течение каждого из них. 
Кроме того, хроническое злоупотребление ПАВ яв-
ляется фактором риска соматической патологии 
и наоборот. Очевидно, что выявление общих био-
логических механизмов на молекулярном уровне 
может являться основой создания и внедрения в 
практику новых эффективных средств фармако-
логической коррекции соответствующих комор-
бидных заболеваний.

В связи с этим основной целью обзора явился 
проведенный впервые концептуальный анализ 
связей периферических систем с центральными 
биохимическими механизмами формирования 
зависимости от ПАВ. Настоящая работа представ-
ляет собой традиционный критический обзор ли-
тературы. Поисковые запросы велись посредством 
ключевых слов [наименование интересующего 
соединения/медиатора или процесса И  зависи-
мость от психоактивных веществ ИЛИ  расстрой-
ство, связанное с употреблением психоактивных 
веществ] с помощью русскоязычного ресурса 
«Научная электронная библиотека» (eLIBRARY.
ru), а также аналогичных терминов на англий-
ском языке в базах MEDLINE (PubMed) и Google 
Scholar. Поиск литературы в основном велся за 
последние 5  лет, также включались более ран-
ние значимые работы. Описание соответствую-
щих периферических медиаторов сгруппировано 
по анатомической локализации и их принад-

лежности к  системе органов либо по вовлечен-
ности в сопряженный физиологический процесс. 
Несомненно, разделение по системам и органам 
весьма условно, т.к.  все описанные биологически 
активные молекулы плейотропны.

МЕДИАТОРЫ СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТОЙ  
СИСТЕМЫ И ВОДНО-СОЛЕВОГО БАЛАНСА

Эндотелин синтезируется во многих типах 
клеток с преимущественной локализацией в 
эндотелии и гладкомышечных клетках сосудов, 
а  также в макрофагах, фибробластах и нейронах 
головного мозга  [27]. Физиологическая актив-
ность эндотелина проявляется за счет активации 
соответствующих рецепторов подтипов  А  (ETA) 
и  B  (ETB), которые являются трансмембранными 
рецепторами, ассоциированными с G-белками. 
Стимуляция ETA-рецепторов сопровождается ваз-
констрикцией и развитием воспаления, в  то  вре-
мя как стимуляция ETB-рецепторов в целом ока-
зывает противоположный эффект [27]. Активация 
эндотелиновых рецепторов, расположенных в 
головном мозге, обеспечивает их вовлеченность 
в ряд патофизиологических процессов  ЦНС. 
ETA-рецепторы модифицируют антиноцицептив-
ный эффект опиатов, а также развитие толе-
рантности  [28]. Предполагается, что блокада ETA-
рецепторов потенцирует антиноцицептивную 
активность опиатов, а также снижает развитие 
десенситизации и толерантности за счет восста-
новления ассоциации Gi-белков с опиоидными 
рецепторами, а также предотвращения их десен-
ситизации, опосредованной β-аррестином  [28]. 
Кроме того, введение антагониста эндотелиновых 
ETA-рецепторов BQ123 в желудочки мозга ослаб-
ляет проявления синдрома отмены оксикодона и 
морфина у мышей, что свидетельствует о вовле-
ченности эндотелина в механизмы формирования 
зависимости  [29]. Несмотря на очевидный потен-
циал антагонистов эндотелиновых рецепторов в 
отношении зависимости от опиатов и появление 
на фармацевтическом рынке одобренных анти-
гипертензивных препаратов с данной фармако-
логической активностью, до настоящего времени 
клинических исследований проведено не было.

Предсердный натрийуретический пептид 
(ANP, Atrial natriuretic peptide)  – гормон, продуци-
руемый кардиомиоцитами в ответ на растяжение 
миокарда. Связываясь с рецептором, обладающим 
гуанилатциклазной активностью, ANP стимулиру-
ет образование cGMP, который опосредует биоло-
гические функции пептида. ANP проявляет плейо-
тропные эффекты, включая расслабление гладкой 
мускулатуры сосудов, регуляцию водно-солевого 
баланса за счет влияния на экскрецию натрия, 
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подавление системы ренин–ангиотензин–альдо-
стерон, стимулирует липолиз и окисление липи-
дов, а также влияет на чувствительность к инсу-
лину  [30]. В  общем виде повышенный уровень 
ANP в плазме ассоциирован со снижением риска 
развития кардиометаболического синдрома. ANP 
является не только регулятором водно-солевого 
баланса, но и интегрирован в гипоталамо-гипофи-
зарную-надпочечниковую ось (ГГНО) и иммунную 
систему [31]. Несмотря на то что доклиническими 
исследованиями продемонстрирована вовлечен-
ность ANP в механизмы развития психических 
расстройств, в настоящее время исследования в 
данной области практически не ведутся, хотя и 
отмечается их целесообразность. Алкогольная 
интоксикация приводит к нарушениям электро-
литного баланса, что сопровождается изменением 
регуляторов гомеостаза электролитов в плазме 
крови в период синдрома отмены. В  острой фазе 
отмены повышается активность ренина и уровень 
альдостерона в плазме, а по мере ослабления аб-
стинентной симптоматики показатели возвраща-
ются в норму  [32]. Показано, что у пациентов с 
развившимся алкогольным психозом уровень ANP 
повышается накануне манифестации психоза. На 
мышах, потреблявших алкогольсодержащее жид-
кое питание, введение в желудочки мозга ANP 
или блокирующих антител ослабляло или потен-
цировало судорожную активность (проявление 
отмены алкоголя)  [32]. На  пациентах с алкоголь-
ной зависимостью показано, что через две недели 
воздержания в стационарных условиях уровень 
ANP в плазме крови отрицательно коррелирует 
с влечением к алкоголю, выраженностью субъ-
ективного уровня стресса и выраженностью тре-
воги, при этом уровень ANP оказался надежным 
предиктором тревоги и стресса  [33]. Таким обра-
зом, ANP может быть не только периферическим 
маркером клинических проявлений алкогольной 
зависимости, но и проявляет центральную актив-
ность в отношении синдрома отмены алкоголя.

Система ренин–ангиотензин участвует в 
функционировании ССС за счет регуляции тону
са сосудов и водно-солевого баланса. Вместе с 
тем ангиотензин вовлечен в механизмы разви
тия зависимости от ПАВ. С  помощью фармако-
логического подхода и функциональной МРТ 
продемонстрировано, что в мозге ангиотензин 
за счет активации рецептора 1-типа определяет 
функциональную активность отделов головного 
мозга человека  [34]. Кроме того, физиологическая 
активность сигнальных каскадов, которые запу-
скаются при активации рецептора к ангиотензи-
ну  II 1-типа, интегрирована в ГГНО и участвует 
в формировании реакции на стресс, что также 
может определять его вовлеченность в меха-
низмы зависимости  [35]. Известно, что система  

ангиотензина способна модифицировать моти-
вацию к потреблению алкоголя в эксперимен-
тах на грызунах  [36]. В  ранних экспериментах на 
грызунах показано, что ингибиторы ангиотен-
зин-превращающего фермента  (АПФ) каптоприл 
и эналаприл, тормозящие образование активного 
ангиотензина  II и применяемые в терапии гипер-
тензии, способны подавлять потребление алко-
голя в условиях выбора, при этом не оказывая 
влияния на гемодинамические параметры  [37]. 
Интересно, что АПФ, участвующий в протеолити-
ческом созревании ангиотензина, в прилежащем 
ядре опосредует деградацию эндогенных пептид-
ных опиоидов, что лежит в основе взаимодей-
ствия опиоидной, глутаматной и дофаминерги-
ческой нейромедиаторных систем  [38]. При этом 
системное введение каптоприла снижает актив-
ность дофаминергических нейронов стриатума 
и ослабляет подкрепляющие свойства фентани-
ла  [38]. Отмечается перспективность репозицио-
нирования подобных фармакологических средств  
в фармакотерапии зависимостей. В  эксперимен-
тах на грызунах детально исследовано участие 
ангиотензина  II в ЦНС в потреблении алкого-
ля  [39]. На  трансгенных крысах с пониженной 
экспрессией ангиотензина  II, у которых также 
специфично снижено содержание дофамина в 
вентральной области покрышки, снижено и по-
требление алкоголя в условиях свободного выбо-
ра по сравнению с диким типом  [39]. На  нокаут-
ных мышах показано, что потребление алкоголя 
зависит от рецепторов ангиотензина типа  1, но 
не типа  2 [39]. Однократное введение антагониста 
рецепторов к ангиотензину  II телмисартана в же-
лудочки мозга снижает потребление алкоголя, не 
оказывая влияния на потребление пищи и воды 
крысами, предпочитающими алкоголь  [40]. Вве-
дение антагониста рецепторов к ангиотензину  II 
валсартана на протяжении интоксикации мор-
фином предотвращает развитие толерантности 
к  антиноцицептивному эффекту морфина и смяг-
чает тяжесть синдрома отмены  [41]. Антагонист 
ангиотензиновых рецепторов типа  1 кандесартан 
ослабляет подкрепляющие свойства метамфе
тамина на модели самовведения у крыс  [42]. При 
этом, несмотря на то что как ингибиторы АПФ, 
так и блокаторы ангиотензиновых рецепторов 
широко применяются в терапии гипертензии, 
данных о клинических исследованиях их эффек-
тивности в отношении расстройств, связанных с 
потреблением ПАВ, в анализируемой литературе 
не обнаружено.

Альдостерон  – стероидный гормон, проду-
цируемый надпочечниками в ответ на стиму-
ляцию ангиотензином, внеклеточным калием и 
адренокортикотропным гормоном  (АКТГ). Связы-
ваясь с минералкортикоидными рецепторами, 
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входящими в семейство ядерных рецепторов с 
функцией транскрипционного фактора, в дис-
тальных нефронах альдостерон повышает реаб-
сорбцию натрия и воды сочетанно, стимули-
руя экскрецию калия, таким образом, модулируя 
водно-солевой баланс и кровяное давление  [43]. 
Минералкортикоидные рецепторы экспрессиру-
ются также в мозге, в частности в гиппокампе, 
амигдале и префронтальной коре – отделах мозга, 
вовлеченных в реализацию когнитивных функ-
ций и формирование зависимостей  [44]. Исследо-
вания на животных показывают, что содержание 
альдостерона и экспрессия соответствующих ре-
цепторов изменяются в отделах головного мозга 
при воздействии  ПАВ, в то время как функцио-
нальные исследования свидетельствуют о том, 
что блокада минералкортикоидных рецепторов 
в целом ослабляет подкрепляющие свойства ПАВ 
или проявления абстиненции [45]. При этом отме-
чается, что, прежде всего, при алкогольной зави-
симости назначение антагонистов имеет перспек-
тивы клинического применения. На  приматах 
показано, что экспрессия минералкортикоидного 
рецептора в амигдале на уровне мРНК отрица-
тельно коррелирует с потреблением алкоголя, а 
уровень альдостерона в плазме повышается после 
потребления алкоголя  [44]. Аналогично у крыс 
снижение экспрессии минералкортикоидного ре-
цептора в амигдале на уровне мРНК ассоциирова-
но с повышением тревожноподобного поведения 
в период острой абстиненции и компульсивным 
потреблением алкоголя  [44]. У пациентов, зависи-
мых от алкоголя, уровень альдостерона в плазме 
позитивно коррелирует с количеством потребляе-
мого алкоголя, а также выраженностью влечения 
и тревоги [44]. Антагонист минералкортикоидных 
рецепторов спиронолактон снижает потребление 
раствора алкоголя мышами, а ретроспективный 
анализ записей фармакоэпидемиологического 
исследования показал, что назначение спиро-
нолактона лицам, злоупотребляющим алкоголем, 
также сопровождается снижением уровня потреб-
ляемого алкоголя  [46]. Стероидные антагонисты 
минералкортикоидных рецепторов, например, 
спиронолактон, одобрены для лечения гипер-
тензии и сердечной недостаточности, при этом 
контролируемые клинические исследования их 
эффективности в отношении расстройств, связан-
ных с употреблением ПАВ, в литературе не пред- 
ставлены.

Вазопрессин  – антидиуретический гормон, 
который также вовлечен в регуляцию сосудистого 
тонуса и водно-солевого баланса, что определяет 
его влияние на кровяное давление  [47]. Пептид 
вазопрессин экспрессируется в гипоталамусе и 
выполняет функции гормона и нейтротрасмит-
тера в мозге. Выделяют несколько подтипов ре-

цепторов к вазопрессину, которые принадлежат  
к классу рецепторов, связанных с G-белками  [47]. 
Рецепторы подтипа  V1a, представленные в со-
судах, надпочечниках и почках, стимулируют 
вазоконстрикцию, секрецию альдостерона и 
глюкокортикоидов, а также продукцию ренина. 
Центральные V1a-рецепторы вносят вклад в регу-
ляцию симпатической нервной системы. Рецепто-
ры к вазопрессину подтипа V1b, экспрессируемые 
в гипоталамусе, гипофизе и лимбических структу-
рах, играют ключевую роль в стресс-реактивно-
сти. Посредством активации V1b-рецепторов вазо-
прессин потенцирует действие кортиколиберина, 
стимулируя секрецию АКТГ из гипофиза и актива-
цию ГГНО. Антагонисты V1b-рецепторов перспек-
тивны в отношении подавления активности ГГНО 
в условиях формирования зависимостей, прежде 
всего от алкоголя. Так, SSR149415, селективный 
антагонист V1b-рецептора, подавляет потребле-
ние алкоголя в экспериментах на крысах  [48,  49]. 
У  мышей SSR149415 способен также подавлять 
выработку условной реакции предпочтения ме-
ста, ассоциированной с введением морфина  [50]. 
Антагонист V1b-рецепторов ABT-436 подавляет 
активность ГГНО у людей, снижая уровень кор-
тизола в сыворотке крови  [51]. Во  второй фазе 
клинического исследования ABT-436 повышал 
продолжительность воздержания от алкоголя, 
при этом не влияя на влечение, а наибольший 
эффект наблюдался в подгруппе с более высоким 
исходным уровнем стресса  [52]. Примечательно, 
что антагонист V1b-рецепторов к вазопрессину 
ABT-436 входит в список наиболее перспектив-
ных для разработки и внедрения препаратов при 
лечении расстройств, связанных с потреблением 
алкоголя  [53].

Окситоцин. Упоминая вазопрессин, нель-
зя оставить без внимания сопряженный с ним 
нейропептидный гормон окситоцин. Включение 
окситоцина и вазопрессина в раздел  ССС может 
показаться спорным, но, учитывая невероятную 
плейотропность обоих гормонов, их можно от-
нести к регуляторам любой из систем организма. 
Анатомически источником продукции окситоци-
на, так же как и вазопрессина, является гипотала-
мус, и, наряду с регуляцией различных аспектов 
работы мозга и поведения, окситоцин является 
реулятором функций многих систем организ-
ма  [54,  55], включая и ССС  [56]. Метаботропные ре- 
цепторы к окситоцину экспрессируются в лим-
бических структурах и регулируют подкрепляю-
щий эффект различных стимулов, включая  ПАВ, 
чувствительность к стрессу и социализацию  [57]. 
Нейробиологической основой этой активности яв-
ляется способность напрямую или опосредованно 
регулировать дофамин- и серотонинергические 
нейромедиаторные системы и  ГГНО  [58].
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Согласно данным доклинических исследова-
ний, стимуляция окситоциновых рецепторов в 
целом оказывает протективный эффект в контек-
сте химических зависимостей: снижает выражен-
ность тревожно- и депрессивно-подобного пове-
дения, ослабляет подкрепляющие свойства  ПАВ, 
снижает вероятность рецидивирования в период 
абстиненции  [57,  58]. Инъекционная форма окси-
тоцина применяется в акушерской практике для 
стимуляции родов, и в настоящее время оксито-
цин, прежде всего в виде интраназального спрея, 
активно исследуется в клинике в комплексе тера-
пии психических расстройств, включая расстрой-
ства, связанные с употреблением ПАВ. Окситоцин 
способен ослаблять проявления синдрома отме-
ны ПАВ, включая его аффективую составляющую, 
может подавлять влечение к ПАВ и их потребле-
ние  [59].

МЕДИАТОРЫ МЕТАБОЛИЗМА  
И ПИЩЕВОГО ПОВЕДЕНИЯ

Показано, что ПАВ вносят изменения в фун-
даментальные процессы энергетического мета-
болизма. Хроническая интоксикация морфином 
сопровождается снижением экспрессии субъеди-
ниц пируват- и NADН-дегидрогеназных комплек-
сов и лактатдегидрогеназы  2, а также снижением 
уровня ATP и нарушением гликолиза в гиппокам-
пе мышей; при этом системное и внутригиппо-
кампальное введение D-глюкозы ослабляет про-
явления отмены морфина  [60]. Jiang и  Ma  [61] на 
основе данных результатов с определенной долей 
скептицизма предположили, что гипогликемия 
может являться одной из причин проявлений фи-
зической зависимости от опиатов. Интересно, что 
действие морфина на энергетический метаболизм 
может быть прямым: было показано, что морфин 
связывается с креатинкиназой  B и ингибирует ее 
активность как in  vitro, так и in  vivo  [62].

Инсулин синтезируется β-клетками поджелу-
дочной железы, его ключевая функция заключа-
ется в регуляции энергетического метаболизма, 
в первую очередь углеводного обмена за счет 
стимуляции транспорта глюкозы внутрь клетки. 
Помимо регуляции энергетического метаболизма, 
практически во всех органах и тканях, инсулин, 
преодолевший гематоэнцефалический барьер 
(ГЭБ), участвует в регуляции когнитивных функ-
ций и пищевого поведения  [63]. Центральная ин-
сулинорезистентность (как правило, сопровожда-
ющая периферическую инсулинорезистентноть) 
нарушает синаптогенез, нейрогенез и многие ас-
пекты нейропластичности, а снижение чувстви-
тельности инсулиновых рецепторов к инсулину 
сопровождается морфофункциональными нару-

шениями в ЦНС, формированием аффективного 
(депрессивного) фенотипа и нарушением когни-
тивных способностей  [63].

Препараты, используемые для лечения диа-
бета, в первую очередь проникающий через ГЭБ 
метформин, имеют терапевтический потенциал 
при лечении психических расстройств, включая 
связанные с употреблением ПАВ. Метформин нор-
мализует уровень глюкозы в крови за счет спо-
собности ингибировать печеночный глюконео-
генез, снижения абсорбции глюкозы через ЖКТ, 
стимуляции захвата глюкозы периферическими 
тканями и улучшения чувствительности к инсу-
лину  [64]. Метформин является бигуанидином, 
и основной механизм его действия основан на 
способности ингибировать митохондриальный 
комплекс  I, снижать продукцию активных форм 
кислорода и проявлять противовоспалительные 
свойства. Метформин снижает выраженность ней-
ровоспаления, стимулирует нейропластичность и 
возбудимость нейронов. В  основе нейротропных 
эффектов лежит способность активировать AMP-
зависимую протеинкиназу  AMPK (AMP activated 
protein kinase) и транскрипционный фактор CREB 
(cAMP responsive element binding protein), что, в 
частности, приводит к повышению экспрессии 
нейротрофического фактора мозга (BDNF, brain-
derived neurotrophic factor) с последующей стиму-
ляцией нейрогенеза и проявлением антидепрес-
сивного эффекта  [64].

Конкурентное введение метформина совмест-
но с морфином препятствует формированию то-
лерантности к антиноцицептивному эффекту и 
зависимости от морфина в модели на крысах [65]. 
Введение метформина предотвращает развитие 
тревожноподобного и депрессивноподобного пове-
дения, нарушения памяти и обучения при хрони-
ческой интоксикации метамфетамином крыс (что 
сопровождается активацией CREB и повышением 
уровня BDNF в гиппокампе)  [66]. Введение мет-
формина в прилежащее ядро ослабляет реакцию 
обусловленного самовведения кокаина  [67]. Тем 
не менее до настоящего момента контролируемых 
клинических исследований эффекта метформина 
или других препаратов, нормализующих уровень 
глюкозы, в отношении зависимостей от ПАВ не 
проводилось.

Холецистокинин  – пептидный гормон, выра-
батываемый слизистой тонкого кишечника в от-
вет на стимуляцию белками и липидами пищи. 
Связываясь с рецепторами, ассоциированными 
с G-белками, он регулирует аппетит и насыще-
ние, стимулирует сокращения желчного пузы-
ря, а также секреторную активность желудка и 
поджелудочной железы, тем самым участвуя в 
пищеварении  [68]. Кроме того, холецистокинин 
синтезируется в ЦНС, где он колокализован 
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и  функционально взаимодействует с нейромедиа-
торными системами, такими как дофамин, ГАМК, 
серотонин и опиоидные пептиды в лимбических 
структурах, модулируя систему положительного 
подкрепления и эмоциональное состояние  [69].

На животных моделях было показано, что 
введение агонистов или антагонистов холецисто-
кининовых рецепторов способно модифицировать 
потребление  ПАВ различных классов, однако ре-
зультаты данных исследований остаются весьма 
противоречивыми  [69]. Важно отметить, что рос-
сийскими исследователями были cинтезированы 
и охарактеризованы оригинальные тетра-  [70] и 
дипептидные  [71] аналоги холецистокинина, ко-
торые ослабляли потребление алкоголя, а также 
проявления синдрома отмены алкоголя и морфи-
на. Тем не менее до настоящего момента лишь 
единичные работы свидетельствуют о перспекти-
вах клинического использования лигандов рецеп-
торов к холецистокинину. Антагонист холецисто-
кининовых рецепторов CCK-B (CCK2) RPR  102681 
повышает высвобождение дофамина в вентраль-
ном стриатуме и снижает самовведение кокаина 
у грызунов. В  клиническом исследовании вве-
дение RPR  102681 сопровождалось тенденцией к 
снижению тяги к кокаину  [72].

Грелин  – гормон пептидной природы, про-
дуцируемый преимущественно энтероэндокрин-
ными клетками желудка. Ацилированный грелин 
взаимодействует с соответствующим рецептором, 
связанным с G-белками (GHSR1a, growth hormone 
secretagogue receptor 1a), который экспрессируется 
как в ЦНС, так и периферическими органами и 
тканями, такими как кишечник, поджелудочная 
железа, надпочечники, жировая ткань  [73,  74]. 
Основная функция грелина – регуляция пищевого 
поведения, кроме того, он играет важную роль в 
энергетическом гомеостазе, регулируя потребле-
ние и расход питательных веществ, вовлечен в 
базовый метаболизм глюкозы и липидов [75]. Гре-
лин  – стресс-реактивная молекула, тесно взаимо-
действует с ГГНО при формировании реакции на 
стрессорное воздействие  [76].

Грелин активно исследуется в отношении 
болезней зависимости в качестве перспективной 
фармакологической мишени. Например, систем-
ное введение антагонистов рецепторов к гре-
лину JMV2959, HM-04 или обратных агонистов 
PF-5190457 и PF-6870961 ослабляло потребление 
алкоголя независимо от пола  [77]. Аналогично си-
стемное введение антагониста JMV2959 ослабляло 
выработку условной реакции предпочтения места 
и самовведение фентанила, что сопровождалось 
снижением внеклеточного дофамина в прилежа-
щем ядре  [78]. В  целом, согласно данным докли-
нических исследований, грелин стимулирует вле-
чение и потребление ПАВ, по-видимому, за счет 

его способности оказывать влияние на актив-
ность дофаминергической системы путем фор-
мирования гетеродимеров рецепторов грелина 
с дофаминовыми рецепторами  D1 и  D2  [79,  80]. 
Согласно данным ряда клинических исследова-
ний, грелин может модифицировать влечение к 
алкоголю. Внутривенное введение грелина паци-
ентам, злоупотребляющим алкоголем, стимулиру-
ет влечение к алкоголю  [81], а пероральное вве-
дение обратного агониста PF-5190457, напротив, 
ослабляет обусловленное стимулом влечение к 
алкоголю  [82]. Клинический эффект манипуля-
ции активностью грелина может достигаться за 
счет его способности влиять на цитокиновый 
профиль. Показано, что совместное внутривен-
ное введение грелина, но не обратного агониста 
PF-5190457, в период внутривенного самовведе-
ния алкоголя снижает уровень IL-6, но повышает 
IL-10 у лиц, злоупотребляющих алкоголем и име-
ющих алкогольную зависимость  [83]. Активность 
обратного агониста PF-05190457 исследовали в 
отношении влечения к алкоголю в клиническом 
исследовании фазы  2 (https://clinicaltrials.gov/study/
NCT02707055); к сожалению, в связи с пандемией 
COVID-19 исследование было прекращено. Важно, 
что грелин при хронической интоксикации иг-
рает определяющую роль в развитии алкоголь-
ной болезни печени за счет снижения секреции 
инсулина, прямого влияния на транспорт, синтез 
de  novo и эстерификацию жирных кислот, что 
вызывает стеатоз печени  [84]. Таким образом, 
разработка и внедрение антагонистов грелина 
при лечении алкогольной зависимости важно 
для коррекции собственно синдрома зависимо-
сти и сопутствующей патологии печени. Лиганды, 
подавляющие активность рецепторов к грелину, 
входят в список наиболее перспективных препа-
ратов в лечении расстройств, связанных с потреб-
лением алкоголя  [53] и опиоидов  [85].

Глюкагоноподобный пептид-1 (GLP-1, 
glucagon-like peptide-1), инкретиновый гормон, 
экспрессируется в кишечнике и поджелудочной 
железе, секретируется в ответ на потребление 
пищи и регулирует насыщение. Физиологическая 
активность GLP-1 реализуется за счет активации 
периферических рецепторов GLP-1, связанных 
G-белками, проявляется в замедлении перисталь-
тики кишечника, стимуляции секреции инсулина 
и торможения секреции глюкагона, а это, в свою 
очередь, нормализует уровень глюкозы  [86,  87]. 
GLP-1 может проникать через ГЭБ, а также экс-
прессируется в стволе головного мозга, рецепто-
ры GLP-1 экспрессируются в отделах мозга, свя-
занных с формированием подкрепления  [86,  87].

Эксперименты на животных показывают, 
что стимуляция центральных рецепторов GLP-1 
подавляет подкрепляющие свойства алкоголя,  

https://clinicaltrials.gov/study/NCT02707055
https://clinicaltrials.gov/study/NCT02707055
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опиоидов и психостимуляторов, мотивацию к 
их потреблению, а также проявления зависимо-
сти [86, 87]. Среди механизмов действия агонистов 
рецепторов GLP-1, лежащих в основе их модифи-
цирующего влияния в отношении ПАВ, следует 
отметить взаимосвязь GLP-1 со стресс-реактив-
ной системой и способностью нейронов гипо-
таламуса экспрессировать кортиколиберин  [88],  
а также модулировать активность дофаминерги-
ческих и глутаматергических нейронов в лим-
бических структурах  [86]. Агонист рецепторов к 
GLP-1 эксенатид, используемый в терапии диабета, 
снижал потребление алкоголя в подгруппе лиц с 
коморбидным ожирением  [89]. В  экспериментах 
на животных эксенатид снижал алкоголь-зависи-
мую активацию вентрального стриатума и доступ-
ность транспортера к дофамину  [89]. Пациенты 
с  клинически выраженным ожирением, потреб-
ляющие алкоголь и получавшие агонисты ре-
цепторов GLP-1 семаглутид или тирзепатид для 
терапии диабета или ожирения на протяжении 
по меньшей мере 30  дней, отмечали, что сокра-
тили потребление алкоголя; это сопровождалось 
снижением выраженности симптомокомплекса 
зависимости от алкоголя по шкале AUDIT (Alcohol 
Use Disorders Identification Test) по сравнению как 
с контрольной группой, не получавшей эти пре-
параты, так и со значениями до лечения  [90].  
Кроме того, пациенты, использовавшие данные 
препараты для лечения диабета или ожирения, 
отмечали субъективное снижение влечения к 
алкоголю, что можно считать косвенным свиде-
тельством эффективности подобных препаратов в 
отношении потребления алкоголя [90]. Ретроспек-
тивный анализ пациентов, получавшие семаглу-
тид для снижения веса, также демонстрировали 
снижение выраженности симптомокомплекса 
зависимости от алкоголя по шкале AUDIT  [91]. 
Таким образом, в независимых исследованиях про-
демонстрирована эффективность активации ре-
цепторов к GLP-1 посредством агонистов, прежде 
всего семаглутида, в экспериментах на грызунах 
и приматах, и использование подобных препара-
тов в клинике является крайне перспективным 
направлением  [92].

Лептин является пептидным гормоном, 
который секретируется жировой тканью и ре-
гулирует потребление пищи за счет влияния 
на аппетит; кроме того, он вовлечен в регуля- 
цию поведения, связанного с подкреплением, 
ассоциированным с различными стимулами  [93]. 
Лептин проявляет свою физиологическую актив-
ность посредством рецептора, принадлежащего 
к классу  I цитокиновых рецепторов, который 
экспрессируется в гипоталамусе, гиппокампе и 
амигдале. В вентральной области покрышки леп-
тин ослабляет возбудимость дофаминергических 

нейронов, которые имеют проекции в прилежащее  
ядро  [93].

Результаты относительно влияния алкоголя 
на уровень лептина в крови у экспериментальных 
животных противоречивы. На  линейных мышах 
с мутациями в генах, кодирующих лептин или 
его рецептор, при введении лептина показано, 
что он стимулирует потребление алкоголя  [93]. 
На  крысах, напротив, было показано, что введе-
ние лептина ослабляет мотивацию к потребле-
нию кокаина  [94]. Введение антагониста лепти-
новых рецепторов в желудочки или локальный 
нокаут рецепторов в мезолимбических структу-
рах повышали уровень дофамина и стимулиро-
вали выработку условной реакции предпочтения 
места, ассоциированной с кокаином  [95]. Резуль-
таты относительно периферического уровня леп-
тина при алкогольной зависимости у людей до-
статочно разнородные, и это касается также связи 
уровня лептина с клиническими проявлениями 
зависимости от алкоголя, прежде всего влечения 
к алкоголю  [93].

Нейротензин  – пептид, вырабатываемый 
ЦНС и ЖКТ. Нейротензин сложно отнести к ка-
кой-либо из систем, поскольку он проявляет био-
логическую активность в нервной ткани, ССС, 
жировой ткани и ЖКТ, помимо прочего, регули-
руя потребление пищи и воды, температуру тела, 
кровяное давление, метаболизм и энергетический 
баланс, цикл сон–бодрствование  [96]. Кроме того, 
нейротензин играет важную роль в механизмах 
подкрепления и формирования приспособитель-
ной реакции в ответ на стресс. Положительные  
подкрепляющие свойства нейротензина реализу-
ются за счет активации высокоаффинного рецеп-
тора NTSR1 (neurotensin receptor  1), связанного с 
G-белками в структурах мезокортиколимбической 
системы  [96].

В основе влияния нейротензина на процес-
сы подкрепления и, соответственно, механизмы 
предпочтения психостимуляторов и алкоголя, 
а также мотивацию к их потреблению лежит 
его способность взаимодействовать с дофамин-
ергической системой посредством формирования 
гетерокомплексов NTSR1 с дофаминовым рецеп-
тором D2-подтипа  [97,  98]. Таким образом, взаи-
модействие нейротензина с дофаминергической 
системой опосредованно модулирует активность 
глутаматергической- и ГАМКергической систем. 
Российскими исследователями был синтезирован 
и охарактеризован дипептидный аналог нейро-
тензина, который способен ослаблять проявления 
синдрома отмены морфина у грызунов, что со-
провождается изменением метаболизма дофами-
на [99]. Отмечается, что результаты исследований 
на грызунах зачастую противоречивы  [97,  98]. 
Видимо, в связи с этим, несмотря на  данные 
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об  эффективности лигандов нейротензиновых 
рецепторов, прежде всего NTSR1, в отношении по-
требления ПАВ в доклинических исследованиях, 
до настоящего времени клинических исследова-
ний проведено не было.

Семейство ростовых факторов фиброблас
тов (FGF, fibroblast growth factor) включает 23  се-
кретируемых лиганда белковой природы, которые 
у человека продуцируются кератиноцитами, фиб-
робластами, хондроцитами, эндотелиальными, 
гладкомышечными и тучными клетками, прояв-
ляют широкий спектр биологической активности, 
а  нарушение их функционирования ассоцииро-
вано с метаболическими нарушениями, сердечно-
сосудистыми заболеваниями и онкогенезом. К на-
стоящему моменту известно, что по меньшей мере 
два представителя данного семейства, FGF2  [100]  
и FGF21  [101], вовлечены в механизмы дей-
ствия ПАВ. FGF2 функционирует паракринно, свя-
зываясь с рецепторами FGFR, обладающими тиро-
зинкиназной активностью, участвует в миграции 
и пролиферации клеток, регулирует сосудистый 
тонус и ангиогенез, проявляет антиапоптотиче-
скую и противовоспалительную активности [100]. 
FGF2 экспрессируется также в головном мозге и 
посредством активации FGFR1 реализует нейро-
протекторные свойства, участвует в нейрогенезе, 
формировании памяти, регуляции стресс-реак-
тивности и эмоционального фона  [102]. FGF21, 
напротив, является эндокринным регулятором 
и для проявления его активности, помимо FGFR, 
необходим трансмембранный белок клото (Klotho, 
регулирует чувствительность организма к инсу-
лину), который повышает аффинность лиганда к 
рецептору  [100]. FGF21 экспрессируется в печени, 
жировой ткани и поджелудочной железе и участ-
вует в метаболизме жиров и глюкозы.

В моделях на грызунах показано, что FGF2 
определяет чувствительность к амфетамину и 
самовведению кокаина, а психостимуляторы 
изменяют его экспрессию в дофаминергических 
нейронах. В  этих экспериментальных условиях 
FGF2 участвует в морфологических изменениях в 
нейронах вентральной области покрышки  [100]. 
В  экспериментах на грызунах показано, что си-
стемное введение FGF2 или его введение в стриа-
тум стимулирует потребление алкоголя, тогда 
как нокаут гена  Fgf2 или ингибирование рецеп-
тора FGFR1 снижают подкрепляющие свойства 
алкоголя и мотивацию к потреблению  [103–105]. 
При системном и центральном введении FGF21 
или его аналога PF-05231023, а также тканеспе-
цифической делеции FGF21 в печени показано, 
что экспрессируемый в печени FGF21 в ответ на 
алкогольную интоксикацию является элементом 
отрицательной обратной связи, подавляющей 
последующее потребление алкоголя посредством 

корецептора клото в базолатеральной амигдале 
и последующей регуляции активности дофамин-
ергических нейронов в прилежащем ядре  [106]. 
Согласно клиническим данным, потребление 
алкоголя сопровождается повышением циркули-
рующего FGF21  [107,  108]. Трансгенные мыши с 
повышенным уровнем циркулирующего FGF21 
демонстрируют устойчивость к развитию толе-
рантности к анальгетическому эффекту, развитию 
зависимости и положительного подкрепляющего  
эффекта, ассоциированного с введением мор-
фина  [109]. Таким образом, блокада трансдукции 
сигнала FGF2 ослабляет аддиктивные свойства ал-
коголя и психостимуляторов, а стимуляция FGF21 
подавляет формирование зависимости от алко-
голя и опиатов. Тем не менее до настоящего вре-
мени не было проведено исследований, клиниче-
ски подтверждающих активность FGF2 или FGF21 
в отношении потребления алкоголя или других 
ПАВ. Стоит отметить, что FDA одобрило ингиби-
торы рецепторов FGFR эрдафитиниб и пемигати-
ниб для терапии злокачественных новообразова-
ний с наличием активирующих мутаций в FGFR2 
и FGFR3, поэтому может быть поставлен вопрос 
о потенциальном репозиционировании этих пре-
паратов в фармакотерапии зависимостей.

КОМПОНЕНТЫ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ

Важным аспектом действия ПАВ и формиро-
вания зависимости является эффект, который они 
оказывают на иммунную систему и нейроиммун-
ную коммуникацию. В общем случае резидентные 
макрофаги ЦНС реагируют на провоспалительные 
стимулы; рецепторы TLR (Toll-like receptors) запу-
скают каскады, приводящие к активации тран-
скрипционных факторов, прежде всего NF-κB 
(nuclear  factor  κB), и последующей экспрессии 
провоспалительных цитокинов микроглией  [110]. 
В  свою очередь, астроциты в ответ на цитокины 
снижают экспрессию транспортера глутамата, что 
ассоциировано с нарушением функционирования 
глутаматергической системы  [110]. Таким обра-
зом, микроглия и астроциты могут контролиро-
вать возбудимость глутаматергических нейронов. 
В  случае нарушения баланса про- и противовос-
палительных систем развивается нейровоспа-
ление, которое часто сопутствует злоупотребле-
нию  ПАВ. Иммунные механизмы играют важную 
роль в развитии коморбидных заболеваний при 
хроническом злоупотреблении  ПАВ, таких как 
аффективные психические расстройства, болевой 
синдром и инфекционный процесс  [111].

Исследования на животных с нокаутом клю-
чевых медиаторов иммунного ответа, таких как 
рецепторы TLR, цитокины TNF (tumor necrosis 



ПЕРЕГУД, ГУЛЯЕВА1784

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

factor), IL-1 и IL-6, показывают, что данные мо-
лекулы способны модифицировать аддиктив-
ную активность ПАВ или проявления синдрома 
отмены  [111]. Доклинические исследования де-
монстрируют, что модуляторы нейроиммунной 
системы, такие как ингибиторы фосфодиэстераз 
и лиганды рецепторов, активируемых пролифе-
раторами пероксисом (PPAR, peroxisome prolifer- 
ator-activated receptor) могут модифицировать 
течение и проявления зависимости  [110,  111]. 
Важно, что данные агенты демонстрируют актив-
ность и в клинических исследованиях  [110,  111].

Циклические нуклеотиды cAMP и cGMP. 
В  качестве вторичных посредников циклические 
нуклеотиды cAMP и cGMP играют важную роль в 
передаче сигнала в иммунной системе, при этом 
специфические в отношении определенных изо-
форм ингибиторы фосфодиэстераз (ферментов, рас-
щепляющих фосфодиэфирную связь циклических 
нуклеотидов) проявляют иммуномодулирующую 
активность, подавляя воспалительный ответ  [112]. 
Неизбирательный ингибитор фосфодиэстераз 
ибудиласт, одобренный в некоторых странах 
для лечения астмы, известен как иммуносупрес-
сор, подавляющий активацию микроглии  [113]. 
Ибудиласт эффективно снижает потребеление 
алкоголя во многих моделях на грызунах  [114]. 
В клиническом исследовании ибудиласт ослаблял 
влечение к алкоголю и нормализовал настрое-
ние  [115], а также сокращал объемы потребляе-
мого алкоголя, что, согласно данным МРТ, сопро-
вождалось снижением активности вентрального 
стриатума  [116]. Системное введение ибудиласта 
способно потенцировать анальгетический эффект 
морфина или оксикодона, а также ослабляет про-
явления синдрома отмены у крыс  [117]. В  клини-
ческих исследованиях на пациентах с опийной 
зависимостью ибудиласт ослаблял подкрепляю-
щие свойства оксикодона и влечение к героину, 
но  потенцировал антиноцицептивный эффект  
оксикодона [118], а также частично ослаблял про-
явления опийного синдрома отмены  [119]. При 
этом ибудиласт не влиял на количество потреб-
ляемого метамфетамина в 12-недельном кли-
ническом исследовании с участием пациентов, 
проходивших амбулаторное лечение от зависи-
мости  [120]. Многообещающие результаты про-
демонстрированы в отношении антиалкогольных 
свойств ингибитора фосфодиэстеразы-4 апреми-
ласта, который одобрен для лечения псориаза. 
Апремиласт снижает мотивацию к потреблению 
алкоголя в модели на мышах, по-видимому, за 
счет его способности модифицировать дофа-
минергические нейроны в прилежащем ядре, 
а также снижает потребление алкоголя зависи-
мыми пациентами в клиническом исследовании  
фазы  2  [121].

PPAR  – семейство транскрипционных факто-
ров, проявляющих широкий спектр биологиче-
ской активности за счет экспрессии мишеней, ре-
гулирующих метаболизм, воспалительный ответ 
и иммунную реакцию  [122,  123]. Изоформа PPARα 
стимулирует эндоцитоз жирных кислот, их эсте-
рификацию и транспорт, регулирует гены мета-
болизма липопротеинов. PPARδ стимулирует ката-
болизм липидов и глюкозы. PPARγ способствует 
захвату жирных кислот, образованию триглице-
ридов, тем самым обеспечивая чувствительность 
к инсулину и метаболизм глюкозы. Агонисты 
PPAR широко применяются в клинике: агонисты 
PPARγ глитазоны – при инсулиновой резистентно-
сти, а фибраты, активирующие PPARα,  – при дис-
липидемиях [122, 123]. Ввиду вовлеченности PPAR 
в фундаментальные процессы метаболизма, такие 
как окислительное фосфорилирование, семейство 
рецепторов является частью практически всех 
тканей и органов.

Окислительный стресс и воспаление  – клю-
чевые процессы, которые регулируются PPAR, 
также вовлеченными в развития патологии  ЦНС. 
Многие агонисты PPAR, одобренные для примене-
ния в клинике, проникают через ГЭБ и проявляют 
центральную активность, что открывает перспек-
тивы их репозиционирования при заболеваниях 
мозга [124]. Изоформы PPAR экспрессируются в до-
фаминергических нейронах лимбических струк-
тур, вовлеченных в формирование зависимости, 
а агонисты способны модифицировать активность 
этих нейронов, что делает актуальным их иссле-
дование при зависимостях  [125]. На  эксперимен-
тальных моделях показано, что агонисты изоформ 
PPARα и PPARγ способны ослаблять мотивацию и 
потребление ПАВ, а также снижать проявления 
отмены  [125]. Следует отметить, что подавляю-
щее большинство работ проведено на моделях 
потребления алкоголя, в которых агонисты обе-
их изоформ подавляют потребление в условиях  
выбора и оперантное потребление  [125]. Несмо-
тря на потенциал, агонисты PPARα вряд ли мо-
гут быть эффективными в клинике алкогольной 
зависимости, поскольку в клиническом исследо-
вании фенофибрат не оказывал влияния ни на 
потребление, ни на влечение к алкоголю  [126]. 
При этом на небольшой выборке злоупотребляю-
щих алкоголем пациентов с диабетом показано, 
что пиоглитазон может способствовать сниже-
нию потребляемого алкоголя [127]. В другом, к на-
стоящему времени остановленном, клиническом 
исследовании, напротив, показано, что пиоглита-
зон скорее стимулирует, чем подавляет влечение 
к алкоголю  [128]. Таким образом, клинические 
исследования не позволяют сделать однозначные 
заключения относительно эффективности агони-
стов  PPARα.
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Микрофлора кишечника (микробиота) вно-
сит ощутимый вклад в развитие воспалительной 
реакции в органах и тканях, включая  ЦНС. Когда 
идет речь о коммуникации между ЖКТ и мозгом 
в контексте формирования зависимости от ПАВ, 
необходимо иметь в виду, что хроническое по-
требление ПАВ оказывает влияние на микробиом, 
который, в свою очередь, оказывает влияние на 
мозг [129]. Будучи ксенобиотиками, многие классы 
лекарственных средств, включая ПАВ, оказывают 
прямое действие на бактерии  [130,  131]. Косвен-
но ПАВ, например опиаты и опиоиды, оказывают 
влияние на периферическую нервную систему, тем 
самым регулируя перистальтику кишечника, что 
также может оказывать влияние на состав микро-
флоры  [132]. Наиболее исследованный механизм 
воздействия микрофлоры на ЦНС – это продукция 
нейроактивных метаболитов, в первую очередь 
короткоцепочечных жирных кислот (КЦЖК), кото-
рые попадают в циркуляторное русло, а затем – в 
головной мозг  [133]. Кроме того, при нарушении 
проницаемости кишечника в кровоток могут по-
падать липолисахариды, которые также являются 
провоспалительным стимулом [134]. КЦЖК оказы-
вают влияние на активность микроглии и иммун-
ных клеток посредством активации соответствую-
щих рецепторов, кроме того, они могут напрямую 
быть субстратами для модификации гистонов, а 
также выступать в роли регуляторов активности 
ферментов, например деацетилаз гистонов  [135].

В экспериментах на животных и в клиниче-
ских исследованиях начальных фаз или ретро-
спективном анализе показано, что ПАВ изменяют 
состав микрофлоры, что может иметь значение 
в  формировании зависимости, при этом мани-
пуляция составом микрофлоры c помощью анти-
биотиков или трансплантации микробиоты могут 
модифицировать течение или проявления зави-
симостей  [129,  135]. Несмотря на то что характер 
взаимодействия микрофлоры с мозгом при воз-
действии ПАВ зависит от многих факторов, что  
проявляется в многообразии и зачастую противо-
речивости результатов, воздействие на микробио-
ту или на продуцируемые микрофлорой метабо-
литы в будущем имеет объективные перспективы 
стать частью терапевтической программы при 
лечении зависимостей [129, 135].

ЦИРКАДИАННЫЕ РИТМЫ

Регуляция циркадианных ритмов и сна обес-
печивается центральными механизмами, однако 
их нарушения сказываются на соматическом 
здоровье, проявляясь в широком спектре внут-
ренних болезней  [136]. В  связи с этим посчитали 
необходимым уделить некоторое внимание этому 

аспекту в настоящем обзоре, тем более что нару-
шения качества и длительности сна часто сопро-
вождает злоупотребление  ПАВ. Расстройства сна 
повышают вероятность рецидива, утяжеляют те-
чение собственно зависимости, а также ухудшают 
общее физическое здоровье  [137,  138].

Мелатонин (N-ацетил-5-метокситриптамин) 
секретируется в гипофизе и, связываясь с ассо-
циированными с G-белками рецепторами MT1 
и  МТ2 в супрахиазматическом ядре, регулирует 
циркадианные ритмы. На  моделях с использова-
нием грызунов продемонстрировано, что введе-
ние мелатонина снижает потребление алкоголя, 
опиатов или кокаина  [139]. Мелатонин вовлечен 
в механизмы формирования зависимости на кле-
точном и системном уровнях за счет модуляции 
нейромедиаторных систем глутамата, дофамина 
и ГАМК; кроме того, мелатонин проявляет выра-
женные противовоспалительные свойства  [139]. 
В  отличие от экспериментальных, клинических 
работ значительно меньше, а эффект критиче-
ски зависит от фармакологического класса  ПАВ. 
Так, у зависимых от героина лиц, находящихся на 
заместительной терапии, мелатонин значительно 
улучшал качество сна, а также снижал уровень 
тревожности и депрессивности, что сопровожда-
лось снижением уровня инсулина в сыворотке, 
а также снижением резистентности к инсули-
ну  [140]. При этом в клиническом исследовании 
не удалось показать эффективность мелатонина в 
отношении нарушений сна, связанных с зависи-
мостью от алкоголя  [141].

Орексины регулируют цикл сон–бодрство-
вание, а также пищевое поведение  – процессы, 
зачастую нарушенные в условиях зависимости 
от  ПАВ. Орексины  A и  B являются лигандами 
пептидной природы, которые продуцируются 
нейронами латерального гипоталамуса и функ-
ционируют посредством рецепторов, связанных 
G-белками Ox1R и Ox2R, которые экспрессиру-
ются в различных отделах мозга. В  отличие от 
классических нейромедиаторных систем, вовле-
ченных в  процессы подкрепления, орексины не 
участвуют напрямую в регуляции первичного 
подкрепления. Орексины регулируют мотивацию 
к потреблению ПАВ, ключевой симптом аддик-
ции, посредством влияния на функциональную 
пластичность нейронов в лимбических структу-
рах в условиях хронической интоксикации  [142]. 
На животных моделях показано, что селективные 
в отношении подтипов рецепторов Ox1R и Ox2R, 
а также неизбирательные антагонисты способны 
снижать подкрепляющие свойства стимуляторов 
(алкоголя и опиатов), тем самым снижая потреб-
ление и вероятность рецидива  [143]. Так, у крыс 
антагонист Ox1R SB-408124 блокирует экспрессию 
условной реакции предпочтения места, связанной  
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с алкоголем  [144]. Неселективные антагонисты 
Ox1R и Ox2R, например суворексант, одобрены 
для клинического использования при инсомнии. 
Кроме того, данные препараты имеют терапевти-
ческий потенциал в отношении влечения к по-
треблению при коморбидных нарушениях сна и 
зависимости от алкоголя [145]. Суворексант также 
показал эффективность в клиническом исследо-
вании при купировании нарушений сна, депрес-
сивной симптоматики и проявлений синдрома 
отмены опиатов  [146, 147]. Таким образом, рецеп-
торы к орексину являются многообещающими 
фармакологическими мишенями при разработке 
средств терапевтической коррекции наруше-
ния сна и коморбидных болезней зависимости. 
Важно, что антагонисты или негативные алло-
стерические модуляторы рецепторов к орексину 
отмечаются как одни из наиболее перспективных 
препаратов в лечении расстройств, связанных с 
потреблением алкоголя  [53] и опиоидов  [85].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Comprendi che tutto è connesso.
(Поймите, что все взаимосвязано.)

Leonardo da Vinci (1452–1519)

Функционирование организма в условиях 
изменяющейся внешней среды возможно при 
поддержании метаболического гомеостаза, кото-
рый достигается благодаря кооперации между 
ЦНС и внутренними органами. Мириады гормо-
нов, пептидов и нейромедиаторов в причудли-
вом ансамбле обеспечивают функционирование 
систем и органов, а также коммуникацию между 
ними. Следует отметить несколько принципи-
альных характеристик соединений, описанных в 
данном обзоре: 1)  плейотропность, обеспечиваю-
щую действие на различные системы организма 
и различные эффекты этого действия; 2)  взаимо-
действие с системами трансдукции сигнала и ме-
таболическими событиями, в которых участвуют 
другие описанные соединения; 3)  тесная связь 
всех соединений с основной нейрогуморальной 
системой организма, регулирующей стресс-реак-
тивность и реализацию адаптивных процессов. 
Именно поэтому нарушение баланса медиаторов 
какого-то из звеньев системы, дойдя до критиче-
ского уровня, когда компенсация уже невозмож-
на, вызовет комплексное заболевание. Расстрой-
ства, связанные с потреблением ПАВ, являются 
психопатологическим феноменом с мезокортико-
лимбическими структурами и системой стресс-ре-
активности в качестве основных биологических 
субстратов, при этом взаимодействие с внутрен-
ними органами регулирует данный процесс.

Согласно приведенным данным, очевидно, что 
основой влияния медиаторов висцеральных си-
стем с плейотропными фунциями на механизмы 
воздействия ПАВ является их интегрированность 
в лимбическую систему подкрепления и систему 
стресс-реактивности, которая берет начало в гипо-
таламо-гипофизарной системе. Если система под-
крепления имеет центральную локализацию, то 
система чувствительности к стрессу посредством 
гормональной коммуникации взаимосвязана с 
внутренними органами. Помимо ключевой ГГНО, 
которая неоднократно здесь упоминалась, крити-
ческое значение в контексте химических зависи-
мостей могут иметь оси, связывающие гипотала-
мо-гипофизарную систему с функционированием 
щитовидной и половых желез. Ввиду обширности 
этой темы авторы намеренно не включили описа-
ние этого материала, а заинтересованные читате-
ли могут обратиться к исчерпывающим обзорам 
на данную тему  [12,  148,  149].

Рис. 1. Взаимодействие висцеральных систем и ЦНС 
при расстройствах, связанных с потреблением ПАВ. 
При воздействии ПАВ гормоны, пептиды, нейроме-
диаторы и ростовые факторы, вырабатываясь в моз-
ге и/или в периферических органах и тканях, про-
являют плейотропные свойства, с одной стороны, 
функционируя как часть механизма развития пато-
логии внутренних органов, а с другой  – модулируя 
систему подкрепления и стресс-реактивности в каче-
стве звена центрального механизма химической за-
висимости. Медиаторы оказывают протективное  (–) 
или стимулирующее  (+) действие в отношении раз-
личных аспектов формирования зависимости от 
ПАВ (правая часть рисунка). Гипоталамо-гипофизар-
но-надпочечниковая, гипоталамо-гипофизарно-ти-
реоидная и гипоталамо-гипофизарно-гонадная оси, 
а также иммунная система и микрофлора кишеч-
ника координируют процесс (левая часть рисунка). 
FGF  – ростовой фактор фибробластов; GLP-1  – глю-
кагоноподобный пептид-1; PPAR  – рецептор, активи-
руемый пролифераторами пероксисом. Схема созда-
на с использованием шаблонов Servier Medical Art 
(Servier), предоставляемых по свободной лицензии 
Creative Commons Attribution  3.0 unported license
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Таким образом, собственно ПАВ, а также 
циклы интоксикации и отмены напрямую или 
опосредованно нарушают нейрохимический и 
гормональный гомеостаз, что усугубляет течение 
хронических соматических заболеваний, а это, в 
свою очередь, утяжеляет течение собственно па-
тологической зависимости. Эти события образуют 
замкнутый круг усугубления болезней зависимо-
сти и сопутствующих коморбидных заболеваний. 
Схематическое взаимодействие некоторых ме-
диаторов висцеральных систем и ЦНС, которые, 
согласно данным литературы, оказывают одно-
значный эффект при расстройствах, связанных с 
потреблением ПАВ, представлено на  рис.  1.

Важным направлением развития психофар-
макотерапии в клинике расстройств, связанных с 
потреблением  ПАВ, должно быть исследование и 
внедрение новых препаратов, а также репозицио-
нирование, т.е.  использование не по основному 
показанию уже существующих одобренных пре-
паратов [53, 85, 150, 151]. В обзоре описаны основ-
ные медиаторы периферических систем, которые 
вовлечены в центральные биохимические меха-
низмы расстройств, связанных с потреблением 
ПАВ. Наличие общих биологических механизмов 
соматической патологии и химической зависимо-
сти в условиях коморбидности может являться 
основой создания и внедрения в практику новых 
эффективных средств фармакологической коррек-
ции. При этом вопрос о потенциальном репози-
ционировании ряда уже внедренных препаратов 
в фармакотерапию зависимостей на основании 
общих патогенетических механизмов может быть 
принципиально важным, поскольку такое репо-
зиционирование позволит в короткие сроки и с 
минимальным финансированием за счет сокра-
щения этапа испытаний безвредности препарата 
довести его до клинического использования по 
новому назначению. Список наиболее перспектив-
ных фармакологических мишеней, вовлеченность 
которых в формирование зависимостей была опи-
сана в настоящем обзоре, суммирован в  табл.  1.

Потребление ПАВ не обязательно коморбидно 
с соматической патологией, но они значительно 
повышают риск развития друг друга. Формирова-
ние высокотехнологической методической базы 
для генотипирования позволяет проводить ана-
лиз на полногеномной уровне. Использование та-
ких технологий позволит выявить генетические 
и эпигенетические маркеры развития сочетанной 
патологии, что, несомненно, может быть исполь-
зовано в наркологической практике с целью вы-
явления групп риска, использования в прогнози-
ровании и диагностике, а также выявления лиц, 
чувствительных к фармакотерапии  [8].

Развитие науки в настоящее время достигло 
того уровня, когда накоплено невероятное коли-
чество экспериментальных данных, что опре-
деляет необходимость анализа этих данных и 
создания новых концепций физиологических и 
патологических процессов. Действительно, учи-
тывая многофакторность, полигенность, плейо-
тропность медиаторов, вовлеченных в механиз-
мы формирования патологической зависимости, 
складывается впечатление о безнадежности им-
плементации новых эффективных способов тера-
пии. Тем не менее современные инструменты 
анализа данных вселяют определенные надежды. 
К примеру, использование интегративных биоин-
форматических подходов позволило выявить про-
теинкиназу mTOR (mammalian target of rapamycin) 
среди наиболее перспективных мишеней при 
терапии зависимостей для репозиционирова-
ния уже одобренных лекарств  [152]. Ингибиторы 
mTOR используются при химиотерапии злокаче-
ственных новообразований. mTOR является клю-
чевой молекулой, регулирующей фундаменталь-
ные физиологические процессы, кроме того, есть 
свидетельства вовлеченности mTOR в механизмы 
действия  ПАВ  [153].

Очевидно, что, соответствуя общей тенденции 
оказания медицинской помощи, в наркологиче-
ской практике также следует реализовывать пер-
сонализированный подход и в индивидуальном 
порядке проводить тщательный клинический 
осмотр и диагностику с целью выявления комор-
бидных соматических заболеваний. Ранее неодно-
кратно отмечалось, что при лечении расстройств, 
связанных с употреблением ПАВ, с целью повы-
шения эффективности необходимо учитывать 
сочетанную соматическую патологию в анамнезе 
и интегрировать терапевтические программы, 
направленные на улучшение как психического, 
так и соматического здоровья  [21,  154].

Вклад авторов. Д.И.  Перегуд  – концепция, 
поиск и анализ данных литературы, написание 
первичного текста; Н.В.  Гуляева  – концепция, по-
иск и анализ данных литературы, окончательное 
редактирование статьи.
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Structural and functional changes in the neuroendocrine, neuromediator, and neuromodulator sys-
tems in brain areas related to reward and stress reactivity underlie the development of substance 
use disorders. Chronic intoxication provokes somatic diseases and aggravates existing pathologies. 
Thus,  substance use disorders and somatic diseases worsen clinics of each other. Elucidation of com-
mon biochemical pathways overlapping between comorbidities may be a basis for the development 
of new effective pharmacotherapy as well as drug repositioning. Here we reviewed the molecular 
mechanisms underlying integration of visceral systems into the central mechanisms of substance use 
disorders.

Keywords: psychoactive substances, dependence, brain, visceral systems, neuroendocrine mechanisms, 
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Хемокины являются иммунорегуляторными белками с плейотропными функциями, участвую-
щими в процессах нейромодуляции, нейрогенезе и нейротрансмиссии. Действие хемокинов 
на ЦНС играет важную роль в модуляции различных состояний, которые могут иметь негатив-
ные последствия для функций ЦНС, включая развитие расстройств, связанных с употреблением 
алкоголя. В  данном обзоре мы проанализировали имеющиеся данные литературы, посвящен-
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актуальному направлению исследований в области психиатрии, которые будут востребованы 
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ВВЕДЕНИЕ

Хемокины  – это семейство низкомолекуляр-
ных белков, которые представляют собой хемо-
аттрактантные цитокины, основное действие 
которых заключается в привлечении лейкоцитов 
в очаги воспаления [1]. Они играют важную роль 
как в иммунной системе, так и в центральной 
нервной системе (ЦНС)  [2–4]. В  ЦНС хемокины 
наряду с цитокинами участвуют в ряде физиоло-
гических процессов, таких как нейровоспаление, 
изменение активности нейронов, коммуникация 
между нейронами и глией, нейроэндокринное 
взаимодействие, нейрогенез и развитие ЦНС [5, 6].

В отношении расстройств, связанных с упо-
треблением психоактивных веществ, все больше 
публикаций указывает на то, что алкоголь вызы-

вает активацию иммунного ответа с развитием 
хронического нейровоспаления и изменением 
хемокиновой регуляции  [7].

Подбор, анализ и обобщение накопленного 
экспериментального материала и данных кли-
нических наблюдений об изменении содержания 
хемокинов различных семейств при алкоголиза-
ции животных, а также при различных паттернах 
потребления алкоголя и в условиях абстиненции 
у человека в едином обзоре является актуальным 
с точки зрения определения дальнейшего вектора 
развития медико-биологических исследований, 
а  именно поиска биомаркеров начальных этапов 
нейровоспаления и потенциальных средств фар-
макологической коррекции состояний в рамках 
алкогольной зависимости.

Тем не менее за последние годы изучению 
изменений в системе хемокинов при воздей-
ствии алкоголя посвящено не так много работ, и 
по большей части они включают исследования 
на животных моделях, а исследованиям людей 
посвящены единичные работы. В  связи с этим 
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настоящий обзор включает данные литературы, 
опубликованные с января 2004 г. по апрель 2024 г.

Для поиска литературы мы использовали 
базы данных PubMed и eLIBRARY с использова-
нием ключевых слов «алкоголизм», «алкогольная 
зависимость» в сочетании с одним из следующих 
поисковых терминов: «хемокин», «хемокиновый 
рецептор», «нейровоспаление».

Целью обзора является обобщение и анализ 
имеющихся данных об изменениях в системе 
хемокинов при алкогольной интоксикации как 
на животных моделях, так и при исследованиях 
пациентов с алкогольной зависимостью. В  пер-
спективе эти данные могут быть рассмотрены в 
будущих клинических и трансляционных иссле-
дованиях в качестве патологически значимых 
биомаркеров или терапевтических мишеней при 
лечении алкогольной зависимости.

ХЕМОКИНЫ И ИХ ФУНКЦИИ В ЦНС

Хемокины являются важными компонен-
тами нейроиммунной системы и участвуют в 
ряде физиологических процессов, таких как 
нейровоспаление, изменение активности нейро-
нов, взаимодействие между нейронами и глией, 
нейроэндокринное взаимодействие, нейрогенез 
и развитие ЦНС  [5,  6]. Показано, что провоспали-
тельные хемокины, такие как CCL2, CCL7, CCL8, 
CCL12 и CCL13, вызывают хемотаксис провоспа-
лительных клеток к очагам воспаления или по-
вреждения  ЦНС. Аналогичным образом хемокин 
CX3CL участвует в стимулировании активации 
глиальных клеток, секреции провоспалитель-
ных цитокинов, экспрессии молекул внутрикле-
точной адгезии ICAM-1 и рекрутировании CD4+ 
Т-клеток в ЦНС во время нейровоспалительных 
процессов  [8]. Следовательно, было высказано 
предположение, что нарушение регуляции пере-
дачи сигналов хемокинов и нейровоспаление 
способствуют нейродегенеративным и психиче-
ским заболеваниям  [9]. Так, например, измене-
ния в циркуляции хемокинов (таких как CCL2, 
также называемый моноцитарным хемоаттрак-
тантным белком-1 (MCP-1), CCL11 (эотаксин-1), 
CXCL8, CXCL12) ассоциировались с нейродегене-
ративными расстройствами  [10–13] и психиче-
скими расстройствами  [8], такими как расстрой-
ства, связанные с употреблением кокаина  [14], 
аффективными расстройствами  [15–19], генера-
лизованным тревожным расстройством  [20], рас-
стройствами личности  [20], шизофренией  [21–25], 
а также коррелировали с тяжестью психопатоло-
гических и когнитивных параметров  [1]. В  част-
ности, CCL11 нарушает функцию гиппокампа при 
старении, а воздействие CXCL8 при внутриутроб-

ном развитии может привести к нарушениям  
в раннем периоде развития нервной системы  [8].

Хемокины представляют собой группу не-
больших белков массой 8–12  кДа, имеющих сход-
ную третичную структуру, которая включает 
6–10  аминокислот, за которыми следует длин-
ная петля  (N-петля), спираль типа  310, 3  β-листа 
и  С-концевая α-спираль  [26].

В зависимости от положения остатков цис
теина на N-конце молекулы хемокинов подраз-
деляются на четыре подсемейства: C-, CC-, CXC- и 
CX3C-хемокины  [27], при этом существует 27  СС-
хемокинов, 17  CXC-хемокинов, 2  хемокина  XC и 
1  хемокин CX3C [26]. Свои эффекты хемокины опо-
средуют через трансмембранные рецепторы, свя-
занные с G-белком  (GPCR), которые обозначаются 
CR1, CCR1–11, CXCR1–5 и CX3CR1  [4, 28,  29]. GPCR 
передают сигналы через Gαi/o-белки, посредством 
которых они ингибируют аденилатциклазу и сни-
жают активность протеинкиназы  А  [30], а также 
через белки  Gq, посредством которых они могут 
повышать внутриклеточные уровни Ca2+ и про-
теинкиназы  C через путь фосфолипазы  C  [31–33].

Хемокины и их рецепторы широко экспрес-
сируются на клетках сосудистого русла, гладко-
мышечных клетках, а также различных типах 
лейкоцитов  [34]. Хемокины могут достигать голов-
ного мозга, проникая через гематоэнцефалический 
барьер  [35]. В  то же время они могут высвобож-
даться нейронами и глиальными клетками непо-
средственно в головном мозге в ответ на физио-
логические или патологические состояния  [36].

Регуляция экспрессии хемокинов и их рецеп-
торов включает сложное и недостаточно изучен-
ное взаимодействие как между собой, так и с 
другими системами. Так, например, при повреж-
дении или воспалении ЦНС включаются меха-
низмы увеличения экспрессии хемокинов лимфо-
цитами спинномозговой жидкости и Т-клетками, 
которые мигрируют через гематоэнцефалический 
барьер, а также глиальными клетками головного 
мозга, особенно астроцитами  [37]. При этом в 
ЦНС отдельные хемокины всех четырех семейств 
выполняют различные, но и перекрывающиеся 
функции.

С-хемокины. ХC-семейство включает всего  2 
очень похожих между собой хемокина XCL1 
и  XCL2, также известных как лимфотактин  α и  β 
соответственно. Известно, что, действуя через 
уникальный рецептор  XCR1, XCL1 может вызы-
вать хемотаксис лимфоцитов, но не моноцитов 
или нейтрофилов  [38].

СС-хемокины. Хемокины данного семейства 
оказывают провоспалительное действие посред-
ством хемотаксиса макрофагов к очагу воспа-
ления или поврежденным клеткам ЦНС, а так-
же участвуют в регуляции миграции нервных  
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стволовых клеток/клеток-предшественников  [39]. 
Моноцитарный хемоаттрактантный белок-1 
(CCL2/MCP-1)  – первый обнаруженный и наи-
более изученный CC-хемокин человека. Он яв-
ляется одним из ключевых хемокинов, кото-
рые регулируют рекрутирование и активацию 
моноцитов и микроглии. Биологическая функ-
ция  CCL2 опосредуется через связанный с G-бел-
ком рецептор CCR2. Помимо CCL2, CCR2 связывает 
еще 4  провоспалительных хемокина: CCL7, CCL8,  
CCL12 и  CCL13  [40].

CCL2, как и его рецептор типа  2  (CCR2), экс-
прессируются в нейронах ЦНС и культивируе-
мых линиях нейрональных клеток  [41–43]. Так, 
CCL2 конститутивно экспрессируется в нейронах 
отдельных областей мозга крыс, таких как кора 
головного мозга, гиппокамп, гипоталамус, черная 
субстанция, мозжечок и спинной мозг  [44,  45]. 
Таким образом, передача сигналов CCL2/CCR2 мо-
жет регулировать функции нейронов.

В дополнение к своей роли в иммунной си-
стеме передача сигналов CCL2/CCR2 участвует в 
развитии различных нейровоспалительных забо-
леваний, таких как болезнь Альцгеймера [46], рас-
сеянный склероз  [47], болезнь Паркинсона  [40] и 
ишемическое повреждение головного мозга  [48]. 
И  хотя на некоторых исследованиях показано 
участие CCL2 в повреждении головного мозга, 
вызванном алкоголем  [40], его роль в патогенезе 
алкогольной зависимости на сегодняшний день 
до конца остается не ясна.

Эотаксин-1 (CCL11), также известный как хе-
мотаксический белок эозинофилов,  – еще один 
хемокин СС-семейства. После связывания с рецеп-
торами  CCR3, экспрессируемыми на клеточной 
поверхности эозинофилов, CCL11 активирует ряд 
внутриклеточных сигнальных каскадов, что при-
водит к рекрутированию эозинофилов в участки 
воспаления во время аллергических реакций, 
которые тщательно исследуются при астме, ал-
лергическом рините и других состояниях, свя-
занных с эозинофилами. Так, систематический 
обзор литературы, включающий 30  исследова-
ний, показал, что концентрации CCL11 в крови 
и мокроте постоянно повышались у пациентов с 
астмой, что отрицательно коррелировало с функ-
цией легких. Это указывает на потенциальное 
использование CCL11 в качестве биомаркера для 
диагностики и оценки тяжести астмы и контроля 
над ней  [49]. Помимо эозинофилов, хемокиновый 
рецептор CCR3 экспрессируется на базофилах, 
тучных клетках и Th2-лимфоцитах, причем по-
следние участвуют в выработке так называемых 
Th2-цитокинов (интерлейкинов: IL-4, IL-5, IL-13), 
это свидетельствует о том, что CCL11 также участ-
вует в направлении иммунного ответа в сторону 
Th2-профиля  [1].

В ЦНС CCL11 продуцируется эпителиальными 
клетками сосудистого сплетения, перицитами, 
астроцитами и микроглией под действием воспа-
лительных стимулов [50]. Кроме того, CCL11 может 
попадать в ЦНС, преодолевая гематоэнцефаличе-
ский барьер  [51]. В одном исследовании показано, 
что CCL11 обратимо ингибирует пролиферацию 
нервных клеток-предшественников in  vitro в изо-
лированных клетках, нейросферах и в культурах 
срезов гиппокампа, не влияя на их способность 
образовывать как нейроны, так и астроциты [52]. 
Также продемонстрировано, что, хотя прямого воз-
действия CCL11 на нейроны не обнаружено, этот 
хемокин был способен стимулировать миграцию и 
активацию микроглии с последующей выработкой 
активных форм кислорода, что усиливало вызван-
ную глутаматом гибель нейронов [53]. Рядом работ 
показана ассоциация CCL11 с болезнью Альцгей-
мера  [10, 13], с детской и подростковой психопа-
тологией, включая расстройства аутистического 
спектра  [54, 55], большой депрессией  [17], бипо-
лярным расстройством [56], дистимией [57], обсес-
сивно-компульсивным расстройством  [58], шизо-
френией  [22, 25] и расстройствами, связанными 
с употреблением психоактивных веществ  [59, 60], 
а  также ассоциации повышенного уровня цирку-
лирующего CCL11-хемокина с прогрессирующим 
клиническим ухудшением, наблюдаемым при дан-
ных расстройствах [61]. Таким образом, CCL11 свя-
зан с рядом психических и нейродегенеративных 
расстройств, а также с их клинической тяжестью.

CXC-хемокины. Основная роль хемокинов в 
регуляции нейровоспаления заключается в регу-
ляции хемотаксиса нейтрофилов. Это основная 
функция хемокинов CXCL1–CXCL8, лигандов CXCR2, 
которые в высокой степени экспрессируются на 
нейтрофилах. Общий эффект этих хемокинов на 
улучшение или ухудшение выживаемости и вос-
становления нейронов при воспалительных со-
стояниях остается неясным. Так, существуют дан-
ные о том, что большинство мышей, нокаутных 
по хемокинам CXC-семейства или рецепторам 
хемокинов, жизнеспособны и характеризуются 
отсутствием нарушений в функционировании 
нервной ткани  [39].

Хемокины CXCL9–CXCL11, напротив, оказы-
вают более явное провоспалительное действие 
посредством CXCR3-опосредованного хемотаксиса 
естественных клеток-киллеров  Th1 и связанных 
с ними макрофагов. Так, показано, что блокада 
CXCR3 уменьшает инфильтрацию Th1 и макро-
фагов, а также повреждение тканей. Более того, 
продемонстрировано усиление нейрогенеза гип-
покампа у взрослых мышей с нокаутом хемо-
кинового рецептора CXCR5–/– CXCL13-лиганда, а у 
мышей с нокаутом CXCL12 и его рецептора CXCR4 
наблюдается изменение структуры мозжечка  [8].
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Хемокины CX3C. Хемокин CX3CL1, также из-
вестный как фракталкин, высоко экспрессируется 
в зрелых нейронах и астроцитах, а его рецептор 
CX3CR1 в основном экспрессируется на клетках 
микроглии, но, кроме того, и на зрелых нейро-
нах [62, 63]. Показано, что CX3CL1 оказывает мно-
жественное действие на ЦНС: с одной стороны, 
он предотвращает избыточную активацию мик-
роглии при отсутствии травмы, при этом спо-
собствуя активации микроглии и астроцитов во 
время нейровоспалительных процессов, включая 
секрецию провоспалительных цитокинов, экс-
прессию ICAM-1 и рекрутирование CD4+ Т-клеток 
в  ЦНС  [64–66].

Как растворимая, так и мембраносвязанная 
формы CX3CL1 ослабляют активацию микроглии 
и индуцированное липополисахаридами увеличе-
ние провоспалительных цитокинов в первичных 
культурах клеток микроглии и нейронов.

Таким образом, хотя показано, что ряд хе-
мокинов оказывает значительное влияние на 
регуляцию нейровоспаления, для большинства 
хемокинов еще предстоит изучить, имеют ли их 
функции такое же отношение к регуляции хрони-
ческого воспаления, которое, как предполагается, 
является одним из механизмов патогенеза ряда 
психических расстройств.

ИССЛЕДОВАНИЯ СИСТЕМЫ ХЕМОКИНОВ  
НА ЖИВОТНЫХ МОДЕЛЯХ РАССТРОЙСТВ, 

СВЯЗАННЫХ С УПОТРЕБЛЕНИЕМ АЛКОГОЛЯ

C-хемокины. Исследования данного семей-
ства хемокинов и их рецепторов очень немного-
численны, в том числе и на животных моделях. 
Выявлено, что экспрессия рецептора C3AR1 инду-
цируется этанолом, что приводит к изменению 
фагоцитоза микроглии [67]. В более ранних иссле-
дованиях показано, что рецептор C5AR1 участвует 
в воспалении, вызванном алкоголем  [68,  69].

Потенциальные механизмы, с помощью ко-
торых нейровоспаление, вызванное употребле-
нием этанола, может способствовать раннему 
началу нейропатологии, отражены в результатах 
исследования Holloway  et  al.  [70]. Используя пост-
натальную модель фетального алкогольного син-
дрома на мышах, эквивалентную третьему три-
местру беременности у человека, была проведена 
оценка транскриптомных изменений, вызванных 
воздействием этанола в дозе 4  г/кг веса в день, в 
мозжечке на 5-й и 8-й постнатальные дни  (ПНД), 
спустя 1 или 2 дня употребления этанола, с целью 
выявления изменений на ранних стадиях воз-
никновения и развития данного синдрома. При 
определении возможных механизмов, с помощью 
которых этанол индуцирует раннюю иммунную 

активацию, Holloway et al. [70] идентифицировали 
иммунно-связанные транскрипты, экспрессия ко-
торых была сильно изменена этанолом. На 5-й и 
8-й ПНД транскрипты с повышенной регуляцией 
включали рецепторы C5AR1 и C3AR1, скавенджер-
рецептор макрофагов MSR1, хемокин CCL3 (воспа-
лительный белок макрофагов  1α, MIP-1α) и  CD14.

CC-хемокины. Большее количество иссле-
дований посвящено изучению хемокина CCL2, 
представителя данного семейства. Выявлено, что 
этанол индуцирует экспрессию CCL2 на животных 
моделях расстройств, связанных с употреблением 
алкоголя  [70], а генетические исследования на 
животных показывают, что повышенная переда-
ча сигналов CCL2 сопровождается увеличением 
потребления алкоголя  [71].

Передача сигналов CCL2/CCR2 играет важную 
роль при алкогольной невропатологии как в ЦНС 
взрослого организма, так и в развивающейся ЦНС. 
Исследования влияния этанола на развивающий-
ся спинной мозг на мышиной модели, эквива-
лентной третьему триместру беременности  [72], 
установило, что воздействие этанола в дозе 2,5  г/кг 
веса в день в процессе развития вызвало необра-
тимую потерю нейронов спинного мозга, а пере-
дача сигналов CCR2 сыграла важную роль в ней-
ротоксичности этанола. Этанол вызывал апоптоз 
и нейродегенерацию в нейронах дорсального рога 
у мышей ранних дней постнатального периода, 
что сопровождалось активацией глии, инфиль-
трацией макрофагов и увеличением экспрес-
сии  CCR2. Вызванная этанолом гибель нейронов 
во время развития привела к необратимой поте-
ре нейронов спинного мозга у взрослых мышей. 
Исследование выявило, что этанол стимулировал 
стресс эндоплазматического ретикулума и окис-
лительный стресс, а также активировал пути 
киназы гликогенсинтазы  3β (GSK-3β) и N-конце-
вой киназы c-Jun  (JNK). Нокаут же CCL2 или  CCR2 
сделал мышей устойчивыми к индуцированному 
этанолом апоптозу, стрессу эндоплазматического 
ретикулума, активации глии и активации GSK-3β 
и  JNK. Нокаут  CCR2 обеспечивал гораздо лучшую 
защиту от повреждения спинного мозга, вызван-
ного этанолом. Таким образом, воздействие этано-
ла на эмбриональное развитие мышей вызывало 
необратимую потерю нейронов спинного мозга, 
а передача сигналов CCR2 играла важную роль 
в  нейротоксичности этанола  [72].

В исследовании Chang  et  al.  [73] беременным 
крысам на 10–15  день эмбрионального развития 
(во время пика нейрогенеза) перорально вводили 
этанол в умеренной дозе (2  г/кг веса в день) или 
периферически вводили антагонист  CCL2 или 
CCR2, чтобы проверить роль системы CCL2/CCR2 
в механизмах действия этанола. Продемонстриро-
вано, что этанол, вводимый матери, увеличивает 
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плотность клеток радиальной глии у эмбрио-
нов, одновременно стимулируя систему CCL2/
CCR2, и эти эффекты имитируются введением 
матери  CCL2 и блокируются антагонистом  CCR2. 
Стимулируя колокализацию CCL2 с радиальной 
глией и нейронами, но не с микроглией, этанол 
увеличивает количество меланин-концентрирую-
щего гормона  (MCH) нейронов вблизи клеток ра-
диальной глии и устанавливает контакт вдоль их 
отростков, выступающих в латеральном гипота-
ламусе. Дальнейшие тесты выявили, что система 
CCL2/CCR2 в нейроэпителии является основным 
источником полового диморфизма этанола. Эти 
результаты дают новые доказательства того, как 
воспалительный хемокиновый путь функциони-
рует в нейропрогениторных клетках, опосредуя 
длительное стимулирующее воздействие этанола 
на пептидные нейроны, связанные с алкоголь-
ным поведением подростков  [73].

Несколько исследований показали, что пере-
дача сигналов CCL2/CCR2 также участвует в по-
ведении, связанном с употреблением алкоголя. 
Так, делеция CCR2 и  CCL2 (у мышей-самок) сни-
жала предпочтение этанола в условиях свобод-
ного выбора между раствором этанола и водой, 
а введение алкоголя вызывало более сильное 
условное отвращение к вкусу у мышей CCR2–/– и 
CCL2–/–  [68]. Исследование Holloway  et  al.  [74] на 
мышах показало, что алкоголь активирует пере-
дачу сигналов toll-подобного рецептора TLR4, что 
приводит к индукции провоспалительных цито-
кинов и хемокинов в ЦНС. Оценка экспрессии 
мРНК с помощью qRT-PCR показала, что этанол 
увеличивает уровни цитокинов IL-1β и фактора 
некроза опухоли TNF-α, хемокина  CCL2, цикло-
оксигеназы COX2, а также белков FosB и  JunB 
в мозжечке у мышей дикого типа и мышей с 
дефицитом адаптера TLR4  (TRIF). Хотя точно не 
ясно, как CCL2 регулирует алкогольное поведение, 
возможное объяснение состоит в том, что CCL2 
активирует дофаминовую систему [75]. В совокуп-
ности CCL2/CCR2 могут участвовать в вызванном 
алкоголем повреждении головного мозга посред-
ством регуляции активации микроглии и нейро-
трансмиссии  [40]. В  исследовании June  et  al.  [76] 
сообщается, что крысы линии P, предпочитающие 
алкоголь, имеют врожденно повышенные уровни 
TLR4 и хемокина CCL2, которые локализуются в 
нейронах центрального ядра миндалевидного 
тела  (CeA) и вентральной тегментальной обла-
сти  (VTA). Чтобы изучить потенциальную роль 
сигнала TLR4/CCL2, использовались векторы (ам-
пликоны) вируса простого герпеса  (HSV), которые 
сохраняют нейротропизм in  vivo. Введение ам-
пликонов миРНК TLR4 или  CCL2 в CeA или VTA 
крыс линии  P ингибировало экспрессию генов-
мишеней и снижало зависимость от алкоголя. 

Аналогичным образом доставленный ампликон 
для скремблированной миРНК не ингибировал 
экспрессию TLR4 или  CCL2 и не уменьшал чрез-
мерное употребление алкоголя, идентифицируя 
нейрональный сигнал TLR4/CCL2, который регу-
лирует начало добровольного самостоятельного 
употребления алкоголя. Этот сигнал поддержи-
вался во время употребления алкоголя за счет 
повышенной экспрессии кортикотропин-рили-
зинг-фактора и его обратной регуляции экспрес-
сии TLR4, что, вероятно, способствовало переходу 
к алкогольной зависимости  [76].

В исследовании Zhang et al.  [77] показано, что 
этанол увеличивает экспрессию CCL2, но не CCR2, 
в мозге мышей на 4-й ПНД и в клетках микро-
глии (SIM-A9). Ингибитор синтеза CCL2 биндарит 
и антагонист CCR2 RS504393 ингибировали инду-
цированный этанолом нейроапоптоз, активацию 
микроглии и экспрессию провоспалительных 
факторов. Дальнейшие исследования с исполь-
зованием мышей с нокаутом гена подтвердили, 
что дефицит CCL2 или CCR2 делает мышей более 
устойчивыми к нейродегенерации, вызванной 
этанолом. Более того, этанол и CCL2 вызывали 
бо́льшую гибель нейронов в совместных куль-
турах нейронов/микроглии, чем в культуре ней-
ронов в отдельности. Блокирование передачи 
сигналов CCL2/CCR2 защищало первичные кор-
тикальные и мозжечковые нейроны от гибели, 
вызванной этанолом, в совместных культурах 
нейронов и микроглии. Оказалось, что рецептор 
TLR4, участвующий во врожденном иммунитете, 
и киназа GSK-3β опосредуют индуцированную 
этанолом активацию микроглии и провоспали-
тельных цитокинов в культивируемых клетках 
микроглии, и существует значительное взаимо-
действие между передачей сигналов TLR4, GSK-3β 
и CCL2/CCR2 в ответ на воздействие этанола  [77]. 
Также с помощью совместной культуры нейронов 
и микроглии Yang  et  al.  [78] показали, что нейро-
токсичность, индуцированная CCL2, требует при-
сутствия микроглии и что экзогенный CCL2 спо-
собен активировать и стимулировать микроглию 
для выработки цитокинов. Данное исследование 
показало, что нейтрализующие CCL2 антитела ин-
гибируют CCL2-индуцированную активацию мик-
роглии и гибель нейронов в культуре и таламусе.

Уровни транскрипта CCL2 повышаются под 
действием этанола. CCL2 и CCL3, гены-мишени 
транскрипционного фактора NF-κB, индуциру-
ются этанолом и являются ключевыми медиа-
торами воспаления ЦНС и алкогольного пове-
дения  [68,  69]. Ранее было выявлено, что этанол 
индуцирует экспрессию CCL2 и на животных 
моделях фетального алкогольного синдрома  [79], 
а также на взрослых моделях расстройств, связан-
ных с употреблением алкоголя  [80].
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Воздействие алкоголя активирует микроглию, 
увеличивает экспрессию CCL2 и других провос-
палительных цитокинов, таких как TNF-α, IL-6 и 
IL-1β, и вызывает гибель нейронов у крыс [81–83]. 
Qin  et  al.  [84] обнаружили, что при введении в 
дозе 5  г/кг веса в день per  os этанол потенцировал 
индуцированное липополисахаридами увеличе-
ние CCL2 и активацию микроглии в мозге взрос-
лых мышей. Было высказано предположение, 
что CCL2 снижает «пороговую чувствительность» 
микроглии в качестве «праймирующего» стимула 
и усиливает синтез провоспалительных цитоки-
нов в ответ на последующее воздействие  [85].

В эксперименте Valenta  et  al.  [86], заключав-
шемся в увеличении передачи сигналов CCL2 
путем прямого введения его в мозг, наблюдалась 
корреляция между дозой CCL2 и потреблением 
крысами Лонг-Эванса подслащенного раствора 
этанола в течение первых 4  недель (во время 
работы помпы) и в течение 8-недельного экспе-
римента. Животные, получавшие самую высокую 
дозу CCL2 (2  мкг/день), потребляли больше всего 
этанола в течение 3–8  недель. Данное исследо-
вание доказывает, что нейроиммунная передача 
сигналов может напрямую увеличивать хрони-
ческое добровольное потребление этанола и что 
это увеличение сохраняется после введения цито-
кина. Вызванное этанолом увеличение CCL2 или 
же увеличение CCL2 из-за различных других ней-
роиммунных механизмов может дополнительно 
способствовать потреблению этанола. Продолже-
ние исследований этого механизма, особенно с ис-
пользованием моделей алкогольной зависимости, 
поможет определить, имеет ли воздействие на 
передачу сигналов  CCL2 терапевтический потен-
циал при лечении расстройств, связанных с упо-
треблением алкоголя. Исследование Bray et  al.  [87] 
связывает повышенные уровни экспрессии CCL2 
в астроцитах трансгенных мышей с увеличением 
потребления алкоголя в тестах на употребление 
алкоголя, а также на пространственное и ассоциа-
тивное обучение, тем самым подтверждая гипо-
тезу о том, что повышенные уровни CCL2 вызыва- 
ют нейроадаптивные изменения, которые изме-
няют действие алкоголя на  ЦНС.

Lowe  et  al.  [88] в поисках потенциального те- 
рапевтического подхода для лечения нейровос-
паления, связанного с алкоголем, предположили, 
что хроническое употребление алкоголя приводит 
к инфильтрации периферических иммунных кле-
ток в  ЦНС. Поскольку хемотаксис через сигналь-
ную ось CCL2/CCR2 имеет решающее значение 
для рекрутирования макрофагов на периферии и 
в центре, также было предположено, что блока-
да передачи сигналов CCL2 с помощью двойного 
ингибитора CCR2/5 ценикривирока предотвратит 
индуцированную алкоголем инфильтрацию пери-

ферических макрофагов в ЦНС и изменит нейро-
воспалительное состояние головного мозга после 
хронического употребления алкоголя. В  результа-
те исследования, проведенного на самках мышей, 
было показано, что хроническое употребление 
алкоголя вызывало активацию микроглии и ин-
фильтрацию периферических макрофагов в ЦНС, 
особенно в гиппокампе. Ценикривирок устранял 
вызванное этанолом рекрутирование перифери-
ческих макрофагов и частично обращал вспять 
активацию микроглии. Кроме того, хроническое 
употребление алкоголя повышало экспрессию 
провоспалительных маркеров в различных обла-
стях мозга, включая кору, гиппокамп и мозжечок. 
Ингибирование CCR2/5 снижало опосредованную 
алкоголем экспрессию маркеров воспаления, что 
рассматривается авторами как потенциальный 
терапевтический подход для лечения нейровос-
паления, связанного с алкоголем. В  другом сво-
ем исследовании Lowe  et  al.  [89] выявили, что 
употребление алкоголя значительно увеличи-
вало экспрессию провоспалительных цитокинов, 
таких как TNF-α, IL-17 и IL-23, хемокина ССL2 и 
цитокинового медиатора Hmgb1 в головном моз-
ге и кишечнике. Так, снижение бактериальной 
нагрузки кишечника в результате применения 
антибиотиков ослабило экспрессию всех провос-
палительных цитокинов как в мозге, так и в тон-
ком кишечнике. Употребление алкоголя приводи-
ло к активации микроглии и морфологическим 
изменениям в коре и гиппокампе, характеризую-
щимся реактивным фенотипом. Эти изменения, 
вызванные алкоголем, были скорректированы 
после того как назначенные антибиотики ослаби-
ли микробиом кишечника. Неожиданно употреб-
ление антибиотиков увеличило экспрессию мРНК 
некоторых компонентов воспаления как в  мозге, 
так и в кишечнике  [89].

Данные, полученные Huang  et  al.  [90] на лю-
дях и мышах, показывают, что хроническое упо-
требление алкоголя связано с повышением уров-
ня хемокина CCL11. Уровни CCL11 коррелируют с 
тяжестью алкогольной зависимости и могут быть 
ее потенциальным индикатором. Снижение CCL11 
после прекращения употребления алкоголя связа-
но с облегчением клинических симптомов. Авто-
ры данного исследования заключают, что CCL11 
участвует в нейробиологических механизмах, ле-
жащих в основе алкогольной зависимости. Также 
показано, что хроническое и чрезмерное введе-
ние этанола индуцировало экспрессию воспали-
тельных молекул  (ССL2) у взрослых мышей  [83].

Исследование специфических зависящих от 
пола воздействий алкоголя на микроглию в раз-
вивающемся гиппокампе крыс проведено группой 
исследователей при моделировании острого воз-
действия алкоголя в течение одного дня (2  корм-
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ления с интервалом в 2  часа с общей дозой эта-
нола 5,25  г/кг) на 4-й ПНД  [91]. Нейроиммунный 
ответ оценивали путем измерения количества 
микроглии и экспрессии генов хемокинов на 5-й 
и 8-й  ПНД. Во  многих субрегионах гиппокампа на 
5-й ПНД детеныши мужского пола имели более 
высокое количество микроглии по сравнению с 
самками, но эта разница исчезала на 8-й день, 
если только они не подвергались воздействию 
алкоголя. После воздействия алкоголя содержа-
ние хемокинового лиганда мотива 4  С-С  (CCL4) 
было значительно увеличено у самок на 5-й и 8-й 
ПНД. Результаты демонстрируют четкую разницу 
между нейроиммунным ответом на воздействие 
этанола у самок и самцов  [91].

Влияние алкоголя на активацию иммунитета 
у возрастных животных широко не исследова-
лось. Хотя злоупотребление алкоголем оказывает 
существенное влияние на здоровье пожилого на-
селения. Kane et al. [92] сравнили влияние этанола 
на экспрессию хемокинов и цитокинов в гиппо-
кампе, мозжечке и коре головного мозга возраст-
ных мышей линии C57BL/6. Мышам вводили че-
рез зонд 6  г/кг этанола в течение 10  дней, ткани 
собирали через 1  день после обработки. Этанол 
избирательно повышал уровни мРНК CCL2 в гип-
покампе и мозжечке, но не в коре возрастных 
мышей по сравнению с контрольными животны-
ми. В  этой парадигме этанол не влиял на уровни 
мРНК цитокинов IL-6 или TNF-α ни в одной из 
исследуемых областей мозга у возрастных живот-
ных. В  совокупности эти данные указывают на 
специфичную для региона восприимчивость к ре-
гуляции этанолом нейровоспалительных молекул 
и молекул, связанных с зависимостью, у возраст-
ных мышей. Эти исследования, как заключают 
авторы, могут иметь большое значение в отно-
шении невропатологии, вызванной алкоголем, и 
алкогольной зависимости у пожилых людей [92].

Основным маркером нейровоспаления явля-
ется полученный из микроглии CCL2 в живот-
ных моделях расстройства, связанного с употреб-
лением алкоголя, при котором этанол вводится 
принудительно. Однако имеются противоречивые 
данные о том, повышается ли уровень CCL2 при 
добровольном приеме этанола, что ставит под со-
мнение его ключевую роль в стимулировании мо-
тивации к потреблению этанола. В исследовании 
Berríos-Cárcamo  et  al.  [93] изучены уровни мРНК 
CCL2 в областях, связанных с мотивацией к по-
треблению алкоголя, в частности, в префронталь-
ной коре, гиппокампе и полосатом теле, а также 
в мозжечке, области мозга очень чувствительной 
к этанолу, у мышей линии C57BL/6, которые пе-
риодически в течение двух месяцев доброволь-
но употребляли этанол. Обнаружено значитель-
ное повышение уровня мРНК CCL2 в мозжечке 

мышей, употреблявших этанол, по сравнению 
с контролем, в то время как в префронтальной 
коре, гиппокампе, полосатом теле и в микро-
глии, выделенной из гиппокампа и полосатого 
тела, существенных изменений не наблюдалось. 
Эти результаты свидетельствуют о том, что для 
интенсивного добровольного потребления этано-
ла мышами C57BL/6 не требуется возникновения 
нейровоспаления в областях, связанных с моти-
вацией. Кроме того, восприимчивость мозжечка 
к нейровоспалению может быть причиной деге-
нерации мозжечка, которая возникает у людей 
после хронического употребления этанола  [93].

CXC-хемокины. В недавнем исследовании на 
мышах выявлено, что сверхэкспрессия CXCL14, 
оцененная с помощью qPCR и ELISA, усиливает ал-
когольное повреждение печени, о чем свидетель-
ствуют измерения уровней АЛТ (аланинамино-
трансфераза) и АСТ (аспартатаминотрансфераза) 
в плазме, а также триглицеридов в печени [94]. 
Кроме того, в данном исследовании было обна-
ружено, что совместная экспрессия BRG1 (Brahma-
related gene 1) и CXCL14 положительно коррелиру-
ет с инфильтрацией нейтрофилов. Исследование 
Kusumanchi et al. [95] определило новую роль гена 
FKBP5 (кодирует FK506-связывающий белок  51) в 
патогенезе алкогольного заболевания печени. 
Потеря FKBP5 облегчает вызванное алкоголем 
повреждение печени через передачу сигналов 
CXCL1, что указывает на его потенциальную роль 
в качестве мишени для лечения алкогольного по-
вреждения печени.

Вызванные алкоголем изменения в цирку-
лирующих хемокинах также были изучены на 
доклинических моделях употребления алкоголя – 
на крысах-самцах линии Wistar  [59]. Крысы, под-
вергшиеся повторному введению этанола (3  г/кг, 
через зонд), имели более низкие концентрации 
CXCL12 и более высокие концентрации CCL11 
по сравнению с крысами контрольной группы. 
Кроме того, повышенные концентрации CCL11 у 
крыс, подвергшихся воздействию этанола, были 
усилены предшествующим воздействием стресса. 
Соответственно, острое воздействие этанола вы-
зывало изменения в CXCL12 и CCL11, так же как 
и повторное воздействие. Другое исследование 
показало, что умеренное пренатальное воздей-
ствие этанола стимулирует хемокиновую систему 
CXCL12/CXCR4 в клетках-предшественниках ради-
альной глии в гипоталамическом нейроэпите-
лии и пептидных нейронах в латеральном гипо-
таламусе эмбриона и постнатального потомства  
у крыс  [96].

В исследовании, проведенном на взрослых 
самцах яванских макак, оценивались уровни бел-
ков плазмы крови в течение 32-месячного экспе-
риментального протокола: на исходном уровне,  



МИХАЛИЦКАЯ и др.1806

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

во время индукции воды и добровольного прие-
ма этанола (4%  (w/v) в воде), через 4  месяца и 
через 12  месяцев одновременного 22-часового 
ежедневного доступа к этанолу и воде  [97]. Было 
показано, что хроническое потребление этанола 
у приматов приводит к аллостатическому состоя-
нию физиологического компромисса в отноше-
нии циркулирующих белков, связанных с имму-
нитетом и стрессом, в путях, связанных с NF-κB  
и STAT/JAK, что коррелирует с измененной эндо-
кринной активностью.

На другой животной модели, рыбках Danio 
rerio, изучено участие хемокиновой системы 
CXCL2a/CXCR4b в опосредовании стимулирующего 
эффекта воздействия этанола на плотность ней-
ронов в гипоталамусе эмбрионов. Полученные 
результаты дают четкое свидетельство того, что 
стимулирующие эффекты этанола в малых и уме-
ренных дозах на количество нейронов гипотала-
муса на ранних стадиях развития опосредованы 
частично усилением транскрипции и внутри-
клеточной активацией хемокиновой системы 
CXCL2a/CXCR4b, вероятно, из-за аутокринной пе-
редачи сигналов CXCL2a на рецептор CXCR4b на 
нейронах  [98].

CX3C-хемокины. В  исследовании García-
Marchena  et  al.  [59] не выявлено существенных 
различий в концентрациях хемокина CX3CL1 в 
плазме крыс-самцов линии Wistar между груп-
пой, подвергшейся повторному введению этанола 
(3  г/кг, через зонд), и контрольной группой крыс.

Исследование гендерных различий в профи-
лях воспалительных хемокинов, вызванных чрез-
мерным употреблением этанола в подростковом 
возрасте, показало, что у самок мышей-подрост-
ков дикого типа периодическое введение эта-
нола повышало уровни хемокинов CCL2, CCL3 и 
CXC3CL1 в префронтальной коре головного мозга 
и в сыворотке крови (CCL2 и CCL3), но значи-
мые различия в уровнях CX3CL1 в префронталь-
ной коре наблюдались только у мышей-самцов. 
У  мышей, получавших этанол, самцов или самок 
с генетическим нокаутом TLR4, не было отмечено 
никаких изменений в уровнях хемокинов в сыво-
ротке крови или префронтальной коре головного 
мозга. Данные результаты показали, что самки 
более уязвимы к воспалительным эффектам чрез-
мерного употребления этанола, чем самцы, и по-
зволили предположить, что TLR4 является важной 
мишенью индуцированного этанолом воспаления 
и нейровоспаления в подростковом возрасте  [99].

В исследовании Pascual  et  al.  [100] показано, 
что хроническое употребление этанола увеличи-
вает уровень хемокина CX3CL1 у мышей дико-
го типа в полосатом теле и в сыворотке. Через 
24  часа после отмены этанола сохранялся высо-
кий уровень CX3CL1 в полосатом теле. Авторы 

связывают это с увеличением тревожного пове-
дения, оцененным с помощью тестов «темная/
светлая камера» и «приподнятый крестообраз-
ный лабиринт». Примечательно, что мыши, у 
которых отсутствуют рецепторы TLR4 или TLR2, 
в значительной степени защищены от индуциро-
ванного этанолом высвобождения хемокинов, а 
также от поведенческих эффектов во время воз-
держания от алкоголя. Эти данные подтверждают 
роль TLR4- и TLR2-ответов в нейровоспалении и 
в связанных с тревогой поведенческих эффектах 
во время депривации этанола, а также доказы-
вают, что хемокины могут являться биомаркера-
ми индуцированного этанолом нейроиммунного  
ответа  [100].

Таким образом, результаты представленных 
исследований на животных моделях свидетель-
ствуют о вовлеченности хемокинов в механизмы 
расстройств, связанных с употреблением алко-
голя. Наибольшее число исследований затраги-
вает хемокин CCL2 и его рецептор. Показано, что 
передача сигналов посредством CCR2 играет важ-
ную роль в нейротоксичности этанола. Результа-
ты представленных работ подтверждают общую 
нейроиммунную гипотезу зависимости. Индуци-
рованная алкоголем выработка хемокинов мо-
жет модулировать эффекты алкоголя на регуля- 
цию хронического воспаления.

ИЗМЕНЕНИЯ В СИСТЕМЕ ХЕМОКИНОВ  
ЧЕЛОВЕКА ПОД ВЛИЯНИЕМ АЛКОГОЛЯ

В литературе представлено достаточно дан-
ных, подтверждающих участие ряда хемокинов 
в патогенезе алкогольной зависимости. При этом 
основная часть работ посвящена исследованиям 
на животных моделях, и отдельные исследова-
ния  – на биоматериале пациентов с алкогольной 
зависимостью.

Показано, что алкоголь может стимулировать 
воспалительные пути, активируя микроглию в 
ЦНС как во взрослом, так и в развивающемся моз-
ге  [101]. Исследования последних лет свидетель-
ствуют о том, что ключевыми медиаторами ин-
дуцированного этанолом нейроиммунного ответа 
и нейроадаптивных изменений в ЦНС, наряду с 
такими цитокинами, как интерферон IFN-2α [102], 
TNF-α, интерлейкинами IL-1β, IL-6, IL-10, являются 
хемокины  [103].

Так, исследование постмортального мате-
риала головного мозга 5  человек с алкоголиз-
мом показало, что у пациентов с алкогольной 
зависимостью увеличена концентрация CCL2 
в вентральной покрышке, черной субстанции, 
гиппокампе и миндалевидном теле головного 
мозга по сравнению с контрольной группой  [69].  
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Еще одно исследование постмортального мате-
риала головного мозга 10  мужчин с алкогольной 
зависимостью [104] показало увеличение экспрес-
сии хемокинов CCL8, CCL7, CCL13, CCL5, CXCL8, 
CXCL12 и их рецепторов CCR1 и CCR2, CXCR3 и 
CXCR4 в орбитофронтальной коре пациентов по 
сравнению с контрольной группой. Хотя размер 
выборок в этих двух исследованиях достаточно 
мал, продемонстрированные данные позволяют 
предположить, что индуцированное этанолом по-
вышение экспрессии хемокинов и их рецепторов 
в головном мозге может модулировать эффекты 
воздействия/отмены алкоголя на синаптическую 
функцию, а также способствовать развитию ал-
когольной зависимости  [105]. В  исследовании 
ряда хемокинов (CXCL8 и -12, CX3CL1, CCL2, -3 
и  -11) García-Marchena  et  al.  [59] продемонстриро-
вали статистически значимую ассоциацию всего 
нескольких хемокинов с алкогольной зависимо-
стью: концентрации хемокинов CXCL12 и CX3CL1 
в плазме были ниже у пациентов по сравнению 
с контрольной группой.

В этой же работе была затронута тема гендер-
ных различий в иммунном ответе на чрезмерное 
употребление алкоголя. Так, концентрация CCL11 
в плазме была сильно ниже у женщин с алкого-
лизмом, чем у мужчин  [59]. Результаты работы 
Pascual  et  al.  [99], проведенной на подростках (на 
людях и мышах), также показали, что женщины 
более уязвимы к воспалительным эффектам чрез-
мерного употребления этанола, чем мужчины: 
при эквивалентном уровне алкоголя в крови у 
женщин-подростков уровень цитокинов и хемо-
кинов (IFN-γ, IL-10, IL-17A, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, 
IL-8, CX3CL1, CCL2 и CCL3) в плазме крови оказал-
ся выше, чем у подростков-мужчин после острой 
алкогольной интоксикации. Таким образом, хотя 
в воздействии этанола на мозг подростков могут 
существовать структурные и функциональные 
гендерные различия  [106], новые данные свиде-
тельствуют о половых различиях также и в им-
мунных, и нейроиммунных реакциях, индуцируе-
мых этанолом  [107].

Исследование плазмы крови 151  пациента с 
алкогольной зависимостью показало, что уровни 
CCL11 были выше у пациентов, чем в контроль-
ной группе, и снижались во время детоксикации, 
а также, что уровни CCL11 положительно корре-
лировали с тяжестью алкоголизма, оцененной по 
шкале SADQ (The Severity of Alcohol Dependence 
Questionnaire)  [90]. В  другом исследовании сыво-
ротки крови мужчин с чрезмерным употреблени-
ем алкоголя, наряду с IL-6 и IFN-γ, наблюдались 
более высокие уровни CCL2, а также более низкие 
уровни трансформирующего фактора роста TGF-β1 
по сравнению с контрольной группой [108]. Кроме 
того, показана связь концентрации CCL2 в плазме 

крови пациентов с клинической ремиссией: уве-
личение количества дней с момента последнего 
употребления алкоголя связано с более низкой 
концентрацией CCL2  [109], а более высокие уров-
ни CCL2 ассоциировались с более сильной тягой 
к алкоголю  [110], с плохим сном, более высоки-
ми показателями тревоги и депрессии, а также с 
большим количеством дней употребления алко-
голя, средним количеством выпитого алкоголя 
в день, количеством дней чрезмерного употреб-
ления алкоголя и общим количеством выпитого 
алкоголя  [111].

При исследовании спинномозговой жидкости 
28  людей с алкогольной зависимостью и 13  здо-
ровых добровольцев исследователями выявлено, 
что концентрация CCL2 у пациентов была зна-
чительно выше как на 4-й, так и на 25-й день 
после детоксикации, а также, что она положи-
тельно коррелировала с ферментами печени: ГГТ 
(гамма-глютамилтранспептидазой) и АСТ  [112]. 
Эти данные подтверждают гипотезу о том, что 
CCL2-обусловленное нейровоспаление может быть 
связано с зависимым от алкоголя  воспалением 
печени.

В связи с этим становится обоснованным, что 
в случае расстройств, связанных с употреблени-
ем алкоголя, хемокины чаще всего оцениваются 
исключительно в контексте алкогольного гепа-
тита  [113–115]. И  более того, в настоящее время, 
наряду с ингибиторами IL-1 и панкаспазами, ин-
гибиторы CCL2 рассматриваются как новые тера-
певтические препараты при лечении алкоголь-
ного гепатита  [116].

Так, в клетках печени у пациентов с алко-
гольным гепатитом наблюдалась повышен-
ная экспрессия хемокинов членов подсемейств 
CXC  (CXCL8, CXCL2, CXCL5, CXCL6, CXCL10 и CXCL4) 
и CC  (CCL2, но не  CCL5) по сравнению с контро-
лем  [115]. Кроме того, более высокие уровни 
экспрессии CXCL8, CXCL5, CXCL2 и CXCL6 были 
связаны с худшим прогнозом заболевания  [115]. 
В  другом исследовании, проведенном с помощью 
метода РНК-секвенирования, также показано, что 
в печени пациентов с алкогольным гепатитом 
активность хемокинов семейства CXCL (CXCL1, 
CXCL6 и CXCL8) повышена  [117]. Анализ взвешен-
ных сетей коэкспрессии генов  (WGCNA) показал, 
что отдельные члены семейств CXC-хемокинов 
(CXCL8) и CC-хемокинов (CCL20) были в высокой 
степени связаны с алкогольным гепатитом, по 
сравнению с контрольной группой, но не связаны 
с заболеваниями печени другой этиологии  [118].

В совокупности эти результаты предполагают 
потенциальные механизмы, с помощью которых 
нейровоспаление, вызванное этанолом, может 
способствовать развитию нейропатологии как 
в  развивающемся, так и во взрослом организме.
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Рис. 1. Вклад хемокинов в развитие нейровоспаления при интоксикации алкоголем. Этанол  (EtOH) своим 
действием на клетки печени и ЦНС приводит к увеличению  (↑) экспрессии одних хемокинов и их рецепто-
ров (CCL2, 11, C3AR1, CXCL1, -2, -4, -5, -6, -8, -10) и снижению  (↓) экспрессии других (CXCL12, CX3CL1). Хемоки-
ны, в свою очередь, взаимодействуя со своими GPCR-рецепторами на поверхности микроглии и нейронов, 
способствуют активации (!) микроглии, хемотаксису и инфильтрации нейтрофилов и макрофагов в очаг вос-
паления, активации окислительного стресса и экспрессии ряда провоспалительных факторов. Измененная 
экспрессия хемокинов в ЦНС также приводит к активации дофаминовой системы и увеличению потребле-
ния алкоголя, что, в свою очередь, ведет к еще большему изменению экспрессии хемокинов. Таким образом, 
развитие нейровоспаления приводит к нарушению нейрогенеза, нейродегенерации и апоптозу нейронов

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На сегодняшний день в литературе представ-
лено не так много работ, посвященных изучению 
хемокинов в контексте алкогольной зависимости. 
Бо́льшая их часть включает исследования на жи-
вотных моделях, а изучению пациентов с алкоголь-
ной зависимостью посвящены единичные работы.

На основе представленных данных мы пред-
лагаем схему, иллюстрирующую вклад этанол-
индуцированной активации системы хемокинов 
в развитие нейровоспаления  (рис.  1).

В целом, в контексте алкогольной зависимо-
сти большинство хемокинов недостаточно изуче-
ны и мало представлены в литературе, особенно 
это касается исследований, выполненных с уча-
стием пациентов. Возможность использования 
этих белков в качестве патологически значимых 
биомаркеров или терапевтических мишеней дол-

жна быть рассмотрена в будущих клинических 
и  трансляционных исследованиях.
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ALCOHOL-INDUCED ACTIVATION OF THE CHEMOKINE SYSTEM 
AND THE ACTIVATION OF NEUROINFLAMMATION
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Chemokines are immunoregulatory proteins with pleiotropic functions involved in processes of neu-
romodulation, neurogenesis and neurotransmission. The chemokines effect on the central nervous 
system plays an important role in modulating various conditions. It can have negative consequences 
for central nervous system functions, including the development of alcohol-related disorders. In  the 
review we analyzed the available literature data devoted to the problem of chemokines participa-
tion in the pathogenesis, formation of the clinical picture and remission of alcohol use disorder 
both in animal models and in the study of patients with alcoholism. Presented data confirm the 
hypothesis that alcohol-induced chemokine production can modulates the processes of chronic neu-
roinflammation. Thus, the data summarized and presented in this review are devoted to the cur-
rent direction of research in the field of psychiatry, which will be in demand by both scientists  
and clinical specialists.

Keywords: alcohol use disorder, addiction, chemokines, neuroinflammation
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Фундаментальной проблемой наркологии является уточнение механизмов развития алкоголь-
ной зависимости  (АЗ), в патогенезе которой важную роль играют нарушения окислительно-
восстановительных процессов и воспаление. Выявление ассоциаций биологических и клиниче-
ских показателей проясняет молекулярные механизмы патогенеза заболевания. Целью работы 
было изучение периферических маркеров окислительного стресса (ОС) у больных АЗ в ранний 
период постабстинентного состояния и выявление их взаимосвязи с клиническими харак-
теристиками заболевания и факторами воспаления. Определяли показатели 84  больных  АЗ 
мужчин (средний возраст  – 44,3  ±  8,2  года). Анализировали клинические характеристики: воз-
раст пациента, возраст формирования алкогольного абстинентного синдрома  (ААС), давность 
заболевания, продолжительность  ААС. В  плазме крови определяли маркеры ОС  – продукты 
окисления белков (карбонилы белков, КБ) с использованием 2,4-динитрофенилгидразина; липи-
дов (продукты, реагирующие с тиобарбитуровой кислотой  (ТБК), ТБК-РП); ДНК (8-гидрокси-2′-
дезоксигуанозин, 8-OH-dG). В  сыворотке крови определяли медиаторы воспаления  – провоспа-
лительные цитокины (ИФНγ, ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-17А, ФНОα). Контроль при биологических 
исследованиях – образцы крови 80 условно здоровых мужчин (средний возраст – 40,9  ±  9,6 года). 
У  больных  АЗ выявлено повышение КБ, ТБК-РП и всех цитокинов по сравнению с контролем; 
концентрация 8-OH-dG не отличалась от контроля. Обнаружены: прямая связь ТБК-РП с дав-
ностью заболевания; обратная связь КБ с возрастом формирования и продолжительностью ААС. 
КБ  имели обратную связь с ИЛ-6. Между 8-OH-dG и ИЛ-6, ТБК-РП и ИЛ-8, ТБК-РП и ФНОα выяв-
лены положительные корреляции. Таким образом, ранний период постабстинентного состоя-
ния у больных  АЗ характеризуется выраженным  ОС и воспалением. Полученные результаты 
расширяют знания об интегративном вкладе факторов ОС и воспаления в патогенез АЗ и могут 
быть применены при разработке новых методов лечения.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: маркеры окислительного стресса, провоспалительные цитокины, алкоголь-
ная зависимость.
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ВВЕДЕНИЕ

Современные исследования в области био-
логической наркологии показывают, что течение 
алкоголизма (алкогольной зависимости,  АЗ), как 
и многих патологических состояний, сопровожда-
ется окислительным стрессом  (ОС). При алкого-

лизме, помимо общих механизмов формирования 
и развития  ОС, имеются специфические, которые 
связаны с дополнительными источниками гене-
рации свободных радикалов, в том числе и актив-
ных форм кислорода  (АФК), в результате транс-
формации этанола и его основного метаболита 
ацетальдегида в организме  [1–3].

Алкоголь преодолевает гематоэнцефаличе-
ский барьер, вызывая активацию микроглии, 
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Принятые сокращения: ААС  – алкогольный абстинентный синдром; АЗ  – алкогольная зависимость; ИЛ  – 
интерлейкин; ИФНγ – интерферон гамма; КБ – карбонилы белков; ОС – окислительный стресс; ПОЛ – перекис-
ное окисление липидов; ТБК – тиобарбитуровая кислота; ТБК-РП – ТБК-реактивные продукты; ФНОα – фактор 
некроза опухоли альфа; 8-OH-dG  – 8-гидрокси-2′-дезоксигуанозин(8-оксо-7,8-дигидро-2′-дезоксигуанозин).

приводя к усилению продукции провоспали-
тельных цитокинов, нейровоспалению в цен-
тральной нервной системе, нарушению нейро-
иммунной коммуникации, что отражается на 
поведенческих реакциях пациентов  [4–6]. Кроме 
того, длительное употребление алкоголя ослабля-
ет кишечный барьер, способствуя выходу в кровь 
бактериальных компонентов, таких как липопо-
лисахариды  (ЛПС), которые активируют иммун-
ную систему главным образом через рецепторы 
иммунных клеток  (TLR4), с повышением уровня 
циркулирующих цитокинов, развитием воспали-
тельного процесса и опосредованным алкоголем 
поражением внутренних органов  [7].

Активированные клетки иммунной системы 
генерируют  АФК, воспалительный процесс всегда 
сопровождается окислительным стрессом  [8,  9]. 
Нарушения антиоксидантной и иммунной защит 
при длительном потреблении алкоголя способ-
ствуют формированию у пациентов сопутствую-
щей соматической патологии, в существенной 
мере снижающей эффективность стандартной 
терапии. На  основе данных о молекулярных ме-
ханизмах повреждающего действия этанола на 
клетки системы и органы разрабатываются и 
внедряются в практику новые вспомогательные 
терапевтические подходы, которые заключаются 
в дополнительном назначении к стандартной те-
рапии различных препаратов, направленных на 
молекулярные мишени токсического воздействия 
этанола, что позволяет существенно повысить 
эффективность лечения  [10]. Важная информа-
ция о фундаментальных процессах, вовлеченных 
в патогенез  АЗ, необходимая для совершенство-
вания существующих и разработки новых мето-
дов лечения, может быть получена при изучении 
особенностей  ОС на разных этапах течения забо-
левания и выявлении клинико-биологических 
ассоциаций.

Целью настоящей работы было изучение пе-
риферических маркеров окислительного стресса 
у больных алкогольной зависимостью в ранний 
период постабстинентного состояния и выявле-
ние их взаимосвязи с клиническими характери-
стиками заболевания и факторами воспаления.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Анализировали показатели 84  больных ал-
коголизмом мужчин в возрасте 30–60  лет (сред-
ний возраст  – 44,3  ±  8,2  года), поступивших на 

лечение в клинику НИИ психического здоровья 
с диагнозом по МКБ-10 «Психические и пове-
денческие расстройства в результате употреб-
ления алкоголя (синдром зависимости  – F10.21 
и синдром отмены  – F10.30)», с давностью забо-
левания 13,6  ±  8,0  лет. Диагностическую оценку 
и клиническую верификацию диагноза прово-
дили врачи-наркологи отделения аддиктивных 
состояний (научный руководитель отделения  – 
академик РАН Н.А.  Бохан). На  каждого пациента 
заполняли «Карту стандартизованного описания 
обследуемого», в которую, кроме общих иденти-
фицирующих данных, вносили клинические ха-
рактеристики заболевания, среди них  – возраст 
на момент обследования; возраст формирования 
алкогольного абстинентного синдрома  (ААС); дав-
ность заболевания, которую исчисляли от воз-
раста формирования  ААС до возраста пациента 
на дату обследования; продолжительность  ААС 
после отмены приема алкоголя. Контролем при 
биологических исследованиях служили образцы 
крови 80  условно здоровых мужчин (средний 
возраст  – 40,9  ±  9,6  года), не имеющих проблем 
с употреблением алкоголя, а также хронических 
соматических заболеваний в стадии обострения 
и признаков перенесенных острых инфекцион-
ных заболеваний. Из 37 образцов крови здоровых 
мужчин была получена плазма, которую затем ис-
пользовали для определения маркеров  ОС. Кровь 
других 43  условно здоровых мужчин использо-
вали для получения сыворотки крови, в которой 
определяли медиаторы воспаления.

Кровь у пациентов брали на 3–5  день их по-
ступления в стационар после алкогольной деток-
сикации, направленной на удаление из  токсиче-
ских веществ и редукцию  ААС. Периферическую 
венозную кровь у больных  АЗ и лиц группы кон-
троля отбирали утром натощак с использованием 
стерильной системы однократного применения 
Vacutainer («Becton Dickinson», США) в пробирки, 
покрытые гепарином (для получения плазмы кро-
ви) и активатором свертывания крови (для полу-
чения сыворотки крови). Кровь центрифугирова-
ли, сыворотку и плазму разливали по  аликвотам 
и хранили при температуре –80  °С до использова-
ния.

В плазме крови определяли продукты окис-
ления белков по концентрации карбонилов бел-
ков  (КБ) с использованием метода, основанного 
на реакции взаимодействия карбонильных про-
изводных белков с 2,4-динитрофенилгидразином 
с образованием 2,4-динитрофенилгидразонов  [11].  
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Использовали 2,4-динитрофенилгидразин («Pan
reac», Испания). Концентрацию  КБ выражали в 
нмоль/мг белка. Общий белок определяли с помо-
щью набора Total Protein  120 («Cormay», Польша), 
выражали в мг/мл. Продукты перекисного окисле-
ния липидов  (ПОЛ) оценивали по концентрации 
реагирующих с тиобарбитуровой кислотой  (ТБК) 
реактивных продуктов (ТБК-РП) с использова-
нием набора TBA AGAT («Агат-Мед», Россия), кон-
центрацию ТБК-РП выражали в  нмоль/мл. Изме-
рение концентрации продукта окислительного 
повреждения ДНК  – 8-гидрокси-2′-дезоксигуано-
зина (8-OH-dG)  – проводили иммуноферментным 
методом с использованием набора DNA Damage 
Competitive Elisa Kit («Thermo Fisher Scientific», 
США), концентрацию 8-OH-dG выражали в  нг/мл. 
Измерение оптической плотности проб и расчет 
концентраций окисленных продуктов макромо-
лекул плазмы крови осуществляли на приборе 
EPOCH («Bio  Tek Instruments»,  США).

Факторы воспаления оценивали по уровню 
провоспалительных цитокинов в сыворотке крови. 
Определяли концентрацию интерферона гамма 
(ИФНγ); интерлейкина  1  бета  (ИЛ-1β); интерлей-
кина  6 (ИЛ-6); интерлейкина  8 (ИЛ-8); интерлей-
кина  17А (ИЛ-17А) и фактора некроза опухоли 
альфа  (ФНОα)  – на мультиплексном анализаторе 
MAGPIX («Luminex», США) (ЦКП «Медицинская ге-
номика», Томский НИМЦ) с использованием на-
боров реагентов MILLIPLEX MAP Human Cytokine/
Chemokine Magnetic Bead Panel («Merck», Герма-
ния), выражали  в  пг/мл.

Статистическую обработку данных прово-
дили с помощью программы SPSS, версия  23.0 
для Windows. Описательная статистика пред-
ставлена медианой и межквартильным интер-
валом  Ме  [QL–QU]. Возраст участников исследова-
ния и длительность заболевания представлены в 
виде среднего арифметического и стандартного 
отклонения (М  ±  σ). Проверку на нормальность 
распределения значений переменных проводили 
по критерию Шапиро–Уилка. Для межгруппового 
сравнения использовали критерий Манна–Уитни. 
Корреляционный анализ проводили с помощью 
рангового коэффициента корреляции Спирмена. 

Корреляционные взаимосвязи и различия между 
группами считали значимыми  при  p  <  0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В табл.  1 приведены данные клинического 
обследования пациентов.

Биологические исследования у больных алко-
голизмом проведены в ранний период постабсти-
нентного состояния после алкогольной детокси-
кации.

В табл.  2 представлены результаты сравни-
тельного изучения периферических маркеров  ОС 
у больных  АЗ и здоровых лиц.

В табл. 3 приведены результаты исследования 
периферических цитокинов  – медиаторов воспа-
ления  – у больных алкоголизмом.

Основной целью нашего исследования яв-
лялось выявление взаимосвязей маркеров  ОС с 
клиническими характеристиками заболевания и 
факторами воспаления. Проведенный корреляци-
онный анализ выявил статистически значимые 
взаимосвязи, представленные  в  табл.  4.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Измерение периферических маркеров окис-
лительного стресса  – продуктов окисления липи-

Таблица  1. Клинические характеристики больных 
алкоголизмом (n  =  84); Me  [QL–QU]

Возраст, лет 44,50 
[38,00–50,00]

Возраст формирования ААС, лет 30,00 
[25,00–35,00]

Давность заболевания, лет 12,50 
[7,00–19,00]

Продолжительность ААС, сутки 4,00 
[2,00–4,00]

Примечание. n  – Количество обследованных лиц; 
ААС  – алкогольный абстинентный синдром.

Таблица  2. Периферические маркеры окислительного стресса в плазме крови больных алкоголизмом и 
здоровых лиц; Me  [QL–QU]

Показатель Больные алкоголизмом, n  =  84 Контроль, n  =  37 p между группами

КБ, нмоль/мг белка 0,42 [0,35–0,49] 0,33 [0,27–0,39] <0,001

ТБК-РП, нмоль/мл 2,97 [2,50–3,55] 2,40 [2,10–2,80] <0,001

8-OH-dG, нг/мл 13,30 [9,84–16,08] 12,84 [11,16–16,45] 0,908

Примечание. n  – Количество обследованных лиц; КБ – карбонилы белков; ТБК-РП – ТБК-реактивные продук-
ты; 8-OH-dG  – продукт окислительной модификации  ДНК.
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Таблица  3. Концентрация провоспалительных цитокинов у больных алкоголизмом и здоровых лиц; Me [QL–QU]

Показатель Больные алкоголизмом, n  =  31 Контроль, n  =  43 p между группами

ИФНγ, пг/мл 32,46 [29,36–35,44] 3,07 [0,88–5,47] p  < 0,001

ИЛ-1β, пг/мл 5,56 [4,91–6,41] 0,68 [0,25–2,46] р  < 0,001

ИЛ-6, пг/мл 5,96 [4,74–10,47] 1,26 [0,35–4,06] р  < 0,001

ИЛ-8, пг/мл 26,38 [19,72–40,53] 8,59 [5,69–13,78] р  < 0,001

ИЛ-17А, пг/мл 24,27 [22,53–27,82] 2,83 [1,07–5,17] р  < 0,001

ФНОα, пг/мл 30,03 [28,55–38,67] 9,75 [7,00–12,49] р  < 0,001

Примечание. n  – Количество обследованных лиц; ИФНγ  – интерферон гамма; ИЛ-1β  – интерлейкин 1  бета; 
ИЛ-6  – интерлейкин  6; ИЛ-8  – интерлейкин  8; ИЛ-17А  – интерлейкин  17А; ФНОα  – фактор некроза опухоли 
альфа.

Таблица 4. Корреляционные связи периферических 
маркеров окислительного стресса с клиническими 
характеристиками и факторами воспаления у 
больных алкоголизмом

Параметры Коэффициент 
Спирмена  (rs) p

ТБК-РП и давность  
заболевания 0,201 0,049

КБ и возраст 
формирования ААС −0,245 0,025

КБ  
и продолжительность ААС −0,246 0,024

КБ и ИЛ-6 −0,620 0,003

8-OH-dG и ИЛ-6 0,433 0,044

ТБК-РП и ИЛ-8 0,457 0,049

ТБК-РП и ФНОα 0,468 0,037

Примечание. КБ  – Карбонилы белков; ТБК-РП  – ТБК-
реактивные продукты; 8-OH-dG  – продукт окисли-
тельной модификации ДНК; ААС  – алкогольный 
абстинентный синдром; ИЛ-6  – интерлейкин  6; 
ИЛ-8  – интерлейкин  8; ФНОα  – фактор некроза опу-
холи альфа.

дов, белков и ДНК плазмы крови  – у больных 
алкоголизмом в ранний период постабстинент-
ного состояния показало наличие у пациентов 
выраженного окислительного стресса. Это сле-
дует из статистически значимо повышенных 
концентраций карбонилов белков и ТБК-реак-
тивных продуктов плазмы крови у пациентов по 
сравнению с контролем (табл.  2). О значительном 
увеличении периферических маркеров  ОС  – про-
дукта ПОЛ малонового диальдегида и карбонилов 
белков в сыворотке крови больных алкоголизмом, 
по сравнению со здоровыми лицами, сообщается 
в работах других авторов  [12,  13].

В то же время концентрация продукта окисли-
тельной модификации ДНК у больных АЗ не отли-
чалась от контроля  (табл.  2). Ранее мы сообщали 
о повышении концентрации 8-OH-dG в образцах 
плазмы крови, полученных у больных  АЗ при 
поступлении в стационар в состоянии  ААС  [14]. 
В  литературе есть данные о повышении уровня 
8-OH-dG у больных алкоголизмом как в состоя-
нии  ААС, так и после 1-недельной детоксика-
ции  [15]. Разные результаты можно объяснить 
этапами заболевания, на которых проводились 
исследования, а также большим разнообразием 
механизмов, которые в организме человека мо-
гут влиять на уровень продуктов окисления  ДНК 
в плазме крови. Анализ литературных данных 
о биомедицинских свойствах, механизмах дей-
ствия и возможных терапевтических эффектах 
таких метаболитов ДНК проведен в обзоре Чер-
никова  и  др.  [16]. Известно более 30  продуктов 
окислительной модификации азотистых осно-
ваний нуклеиновых кислот, среди которых наи-
более изучены 8-оксо-7,8-дигидрогуанин (8-oxo-G) 
и 8-гидрокси-2′-дезоксигуанозин  (8-OH-dG). Обра-
зование 8-oxo-G является наиболее распростра-
ненным видом окислительного повреждения 
нуклеиновых кислот [17], а 8-OH-dG считаются од-
ними из основных биомаркеров окислительного 
стресса  [15,  18]. Показано, что свободный 8-oxo-G 
играет роль медиатора стрессовой сигнализации 
в клетке, запуская и потенцируя воспалитель-
ные и иммунные реакции с целью поддержания 
гомеостаза при действии внешних агентов, в то 
время как 8-OH-dG может проявлять выражен-
ные противовоспалительные и антиоксидантные 
свойства  [16]. В  другой работе  – обзоре литера-
турных источников, касающихся биологической 
роли 8-оксо-2′-dG  [19],  – при рассмотрении анти-
оксидантных и противовоспалительных свойств 
этого соединения отмечается, что в ряде работ 
показано повышение содержания этого продукта 
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окисления ДНК в первое время действия стрес-
сового фактора, а затем  – возвращение к нор-
мальным или даже пониженным значениям. 
Отмечается, что в период компенсации проис-
ходит резкий рост активности антиоксидантных 
и репаративных ферментов. Вопрос, сам ли про-
дукт окисления ДНК вызывает усиление экспрес-
сии генов этих ферментов или это происходит в 
результате действия других факторов, остается 
нерешенным. Однако, кроме того, что 8-OH-dG 
довольно давно и успешно используется в каче-
стве биомаркера  ОС, есть данные, свидетельству-
ющие об участии этого соединения в регуляции 
экспрессии генов, в процессах репарации  ДНК,  
контроле воспалительных и аутоиммунных реак-
ций, запуске антиоксидантных систем [19]. Таким 
образом, факт отсутствия различий в уровне 
продукта окисления ДНК 8-OH-dG в плазме крови 
больных  АЗ, по сравнению с контролем, в на-
шем исследовании вполне объясним, поскольку 
этот метаболит не только накапливается в орга-
низме во время  ОС, но и активно включается в 
регуляцию метаболических процессов, которые, в 
свою очередь, могут влиять на его концентрацию  
в плазме крови.

Определение провоспалительных цитокинов 
в сыворотке крови больных алкоголизмом по-
казало, что концентрация всех исследованных 
медиаторов воспаления существенно выше кон-
троля (р  <  0,001 во всех случаях). Наибольшее по-
вышение концентрации (более чем на порядок) 
обнаружено у ИФНγ (табл.  3). Ранее, при изучении 
спонтанной продукции цитокинов (ИФНγ, ИЛ-17A, 
ИЛ-1Ра, ИЛ-1β, ИЛ-2, ИЛ-6, ИЛ-8, ФНОα) иммуно-
компетентными клетками, было выявлено значи
тельное повышение спонтанной продукции цито-
кинов в супернатантах культур образцов крови 
больных  АЗ по сравнению со здоровыми лица-
ми  [20]. Установлены корреляционные взаимо-
связи между спонтанной продукцией цитокинов 
клетками крови больных  АЗ и продуктами окис-
ления белков и липидов плазмы крови этих боль-
ных  [21]. Обнаруженные корреляции косвенно 
свидетельствуют о стимулирующем влиянии эта-
нола и продуктов его метаболизма на иммуно-
компетентные клетки in  vivo. При этом продукты 
окисления этанола могут по-разному модулиро-
вать синтез цитокинов, что было продемонстри-
ровано на модели потребления алкоголя (на кры-
сах) при оценке роли алкоголь-индуцированного 
окислительного стресса в модуляции выработки 
цитокинов в гепатоцитах и клетках Купфера 
печени  [22]. Выявлено, что продукты окисления 
по-разному модулируют синтез провоспалитель-
ных цитокинов/хемокинов через транскрипци-
онный фактор NF-κB, ацетилирование гистонов, 
нарушение стабильности  мРНК. Так, пероксид 

водорода  (H2O2) стимулировал ЛПС-индуцирован-
ное производство цитокинов/хемокинов в клет-
ках Купфера, в то время как 4-гидроксиноненаль 
оказывал ингибирующее действие.

Изучение корреляционных связей маркеров 
окислительного стресса и клинических харак-
теристик заболевания выявило отрицательные 
ассоциации концентрации  КБ с возрастом фор-
мирования  ААС, а также с продолжительно-
стью  ААС после отмены алкоголя  (табл.  4). В  ме-
ханизмах формирования и развития алкогольной 
зависимости задействованы многие молекуляр-
ные пути, и однозначно объяснить выявленные 
взаимосвязи не представляется возможным. Тем 
не менее можно определенно говорить о том, 
что карбонилы белков вовлечены в эти меха- 
низмы.

Выявлена также прямая связь уровня про-
дуктов перекисного окисления липидов (ТБК-РП) 
с давностью заболевания. Известно, что старение 
связано с увеличением количества продуктов 
окисления биомакромолекул  [23–25]. В  работе 
Spiteller  [25] приводятся доказательства того, что 
продукты ПОЛ образуются в результате процессов, 
индуцированных изменениями структуры кле-
точной мембраны, которые происходят при ста-
рении, а также при действии неблагоприятных 
факторов, к которым можно отнести и системати-
ческое длительное потребление алкоголя. Струк-
турные изменения биомембран при действии эта-
нола приводят к активации мембраносвязанных 
фосфолипаз, что индуцирует приток ионов  Са2+ и 
активацию липоксигеназ, превращающих поли-
ненасыщенные жирные кислоты в гидроперекиси 
липидов, которые могут разлагаться под действи-
ем ферментов до сигнальных соединений. Инду-
цируются процессы неферментативного  ПОЛ, 
продолжается накопление продуктов, реагирую-
щих с тиобарбитуровой кислотой  – ТБК-РП  [24]. 
Выявленная в нашей работе корреляция ТБК-РП 
с давностью заболевания может быть связана с 
этим механизмом накопления продуктов  ПОЛ у 
больных алкогольной зависимостью.

Обнаруженные в настоящем исследовании 
корреляционные связи параметров окислитель-
ного стресса и провоспалительных цитокинов 
подтверждают тесную взаимосвязь воспаления 
и  ОС  [8,  9]. Особенно значимой является связь 
маркеров  ОС с ИЛ-6  – важнейшим медиатором 
воспаления, индуцирующим синтез белков ост-
рой фазы. Отметим наиболее сильную из всех 
выявленных ассоциаций обратную связь КБ с 
ИЛ-6 и прямую связь умеренной силы 8-OH-dG с 
этим цитокином  (табл.  4). Как уже упоминалось, 
есть данные, что 8-OH-dG проявляет выраженные 
антиоксидантные свойства [16, 19]. Одним из объ-
яснений полученных ассоциаций может быть  
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следующее: в результате воспалительного про-
цесса при нарастании ИЛ-6 происходит окисле-
ние макромолекул плазмы крови c повышением, 
в том числе продуктов окисления ДНК (8-OH-dG), 
отсюда прямая связь ИЛ-6 с 8-OH-dG. Поскольку 
8-OH-dG может оказывать антиоксидантный эф-
фект, его накопление в крови может препятство-
вать окислению белков, снижать концентрацию 
карбонилов белков крови. Это, в свою очередь, 
может приводить к выявленной в нашей работе 
отрицательной корреляции между ИЛ-6 и концен-
трацией  КБ.

Приведенные объяснения ассоциаций мар-
керов  ОС с клиническими характеристиками 
заболевания и медиаторами воспаления явля-
ются лишь гипотетическими. Необходимы даль-
нейшие исследования и накопление данных для 
выявления взаимовлияния метаболических путей 
на разных этапах течения алкогольной зави- 
симости.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что ранний период постабстинентного 
состояния у больных с алкогольной зависимо-
стью сопровождается выраженным окислитель-
ным стрессом с накоплением в крови продуктов 
окислительной модификации белков и липидов.

Выявлены взаимосвязи маркеров  ОС с дав-
ностью заболевания, возрастом формирования 
алкогольного абстинентного синдрома, продол-
жительностью  ААС. Обнаружены корреляции ме-
жду КБ, ТБК-РП, 8-OH-dG и провоспалительными 
цитокинами, концентрация которых статистиче-
ски значимо повышена у пациентов  с  АЗ.

В совокупности показано, что исследуемые 
периферические биомаркеры отражают инте-
гративный вклад окислительного стресса и вос-
паления в патогенез алкогольной зависимости. 
Полученные результаты расширяют имеющиеся 
знания о патогенезе алкоголизма и могут быть 
применены при разработке новых методов лече-
ния пациентов с дополнительным включением 
препаратов, действие которых направлено на 
нормализацию оксидативного статуса и сниже-
ние процессов воспаления.
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ASSOCIATIONS OXIDATIVE STRESS PERIPHERAL MARKERS  
WITH CLINICAL CHARACTERISTICS AND INFLAMMATORY 

FACTORS IN ALCOHOLIC PATIENTS

V. D. Prokopieva1*, T. P. Vetlugina1, E. V. Epimakhova1,  
A. S. Boiko1, and N. A. Bokhan1,2

1 Mental Health Research Institute, Tomsk National Research Medical Center, Russian Academy of Sciences, 
634014 Tomsk, Russia, e-mail: valyaprok@mail.ru

2 Tomsk State University, 634050 Tomsk, Russia

A fundamental problem in narcology is to clarify the mechanisms of development of alcohol depen-
dence (AD), in the pathogenesis of which disturbances in redox processes and inflammation play an 
important role. Identification of associations between biological and clinical parameters clarifies the 
molecular mechanisms of disease pathogenesis. The aim of the work was to study peripheral mark-
ers of oxidative stress (OS) in patients with AD in the early period of post-abstinence state and to 
identify their relationship with the clinical characteristics of the disease and inflammatory factors.  
The parameters of 84 male AD patients were determined; the average age was 44.3  ±  8.2 years. Clini-
cal characteristics were analyzed: patient age, age of alcohol withdrawal syndrome (AWS) formation, 
duration of the disease, duration of AWS. OS markers were determined in blood plasma – protein 
oxidation products (carbonyl proteins, CP) using 2,4-dinitrophenylhydrazine; lipids (products reacting 
with thiobarbituric acid (TBA), TBA-RP); DNA (8-hydroxy-2′-deoxyguanosine, 8-OH-dG). Inflammatory 
mediators  – proinflammatory cytokines (IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-17A, TNFα) were determined in 
blood serum. Control for biological studies  – blood samples of 80 conditionally healthy men, average 
age 40.9  ±  9.6  years. In patients with AD, an increase in CP, TBA-RP and all cytokines was detect-
ed compared to controls (p  <  0.001); the concentration of 8-OH-dG did not differ from the control. 
The  following were found: a direct connection between TBA-RP and the duration of the disease; 
inverse relationship between CP and the age of formation and duration of AWS. CP had an inverse 
relationship with IL-6. Positive correlations were found between 8-OH-dG and IL-6, TBA-RP and IL-8, 
TBA-RP and TNFα. Thus, the early period of the post-withdrawal state in AD patients is characterized 
by pronounced OS and inflammation. The results obtained expand knowledge about the integra-
tive contribution of OS and inflammation factors to the pathogenesis of AD and can be used in the 
development of new treatment methods.

Keywords: oxidative stress markers, proinflammatory cytokines, alcohol dependence
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При длительном поступлении этанола в организм развиваются нарушения в эмоциональном 
спектре, отмечаются проблемы с памятью. Эти симптомы могут быть опосредованы развитием 
нейрохимических изменений в гиппокампе головного мозга. Несмотря на наличие данных, 
свидетельствующих об уязвимости гиппокампа при хронической алкогольной интоксикации 
и развитии в этой области мозга нейровоспаления и нейродегенерации, ключевые молеку-
лярные механизмы не определены. Цель исследования заключалась в изучении изменений 
со стороны иммунной системы на периферии, а также в гиппокампе головного мозга крыс 
при воздействии этанола и при фармакологической коррекции этих изменений азитромици-
ном (АЗМ). Моделирование длительного воздействия этанола было выполнено путем введения 
крысам 20%-ного раствора этанола (4  г/кг) на протяжении 4-х недель. Был выполнен общий 
биохимический и клинический анализ крови у животных. В  гиппокампе оценивали уровень 
экспрессии генов цитокинов (Il1β, Ccl2, Il6, Il11, Il13, Tnfα, Tgfβ) и генов системы toll-подоб-
ных рецепторов (Tlr3, Tl4, Tlr7, Nfkb1, Hmgb1) и связанных с системой TLR молекул микроРНК 
(miR-182, miR-155-5p, miR-96-5p, miR-let-7b). Также оценивали в гиппокампе содержание белка 
IL-1β. Длительная алкоголизация вызвала повышение уровней мРНК и белка IL-1β, снижение  
уровня мРНК TNFα, IL11, TLR3 и TLR7. Содержание miR-let-7b, miR-96, miR-155 было понижено 
в гиппокампе при длительной алкоголизации. В  условиях отмены этанола сохранялся повы-
шенный уровень мРНК и белка IL-1β и уровень мРНК  Hmgb1. Уровень мРНК Tlr3 при отмене 
был снижен. Введение АЗМ позволило снизить в условиях отмены этанола уровни мРНК Il1β, 
Tlr3 и Hmgb1, а при более высоких дозировках препарата было отмечено снижение уровня 
белка IL-1β в гиппокампе мозга крыс. Таким образом, наше исследование позволило получить 
новые сведения о механизмах развития нейровоспаления в гиппокампе мозга при длительном 
воздействии этанола и при его отмене. Полученные результаты позволили наметить ряд задач 
для последующих исследований в этом направлении.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: этанол, гиппокамп, toll-подобные рецепторы, цитокины, IL-1β, микроРНК, 
азитромицин.

DOI: 10.31857/S0320972524110052 EDN: IKUDLY

Принятые сокращения: АЗМ  – азитромицин; TLR  – toll-подобные рецепторы.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

С некоторой периодичностью в свет выходят 
новые публикации, которые позволяют расши-

рить современные знания о нейровоспалитель-
ной теории алкоголизма, которая развивается 
уже более 20  лет, и ее суть заключается в том, 
что длительное поступление этанола в организм 
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активирует механизмы нейровоспаления, кото-
рые ведут к развитию нейродегенерации в голов-
ном мозге и, как следствие, к нарушению согласо-
ванного исполнительного контроля над высшими 
психическими функциями мозга, что усугубляет 
течение заболевания  [1–4]. То,  что хроническое 
поступление алкоголя вызывает гибель нервных 
клеток, на данный момент мы можем признать 
установленным фактом  [1–8], однако первые на-
блюдения в этом направлении мы встречаем еще 
в работах С.С.  Корсакова  [9]. Позже эти наблюде-
ния были названы синдромом Корсакова (или 
корсаковский синдром алкогольный), который 
возникает вследствие хронической алкогольной 
интоксикации. При данном состоянии развива-
ются малообратимые нарушения памяти, лекар-
ственная терапия неэффективна, и реабилитация 
при корсаковском синдроме направлена, прежде 
всего, на адаптацию больного к жизнедеятельно-
сти при ограниченных возможностях памяти  [6, 
8–10]. В  эмоциональном плане у больных могут 
преобладать эйфория и благодушие или, наобо-
рот, безразличие и вялость  [11]. Такой синдром 
является тяжелым проявлением нейродегенера-
ции, которая может развиваться на фоне хрони-
ческого поступления этанола в организм, однако 
в работах последних лет имеются сведения о раз-
витии признаков нейродегенерации при более 
коротких и легких формах воздействия этанола в 
эксперименте, т.е.  значительно чаще, чем только 
при корсаковском синдроме алкогольном  [8,  9]. 
Имеется предположение, что такие патогенети-
ческие процессы могут стоять на пути перехода 
от любителей алкоголя  (пьянство) к алкоголизму 
в ранней его стадии, а далее, приводить к более 
тяжелым формам алкоголизма  [8,  9]. Связано это, 
вероятно, с тем, что гибель клеток в различных 
структурах головного мозга при хроническом 
поступлении этанола нарушает согласованную 
работу головного мозга, внося изменения в психо-
физиологические механизмы контроля поведения 
организма, что формирует те симптомы, которые 
характерны для алкоголизма  – непреодолимое 
желание к употреблению алкоголя, когнитивные 
и эмоциональные расстройства  [1,  2,  12,  13].

Полученные данные при изучении посмерт-
ных образцов головного мозга у пациентов с 
хроническим употреблением алкоголя показали 
наличие нейровоспалительного процесса, кото-
рый развивается в коре головного мозга  [8,  9]. 
Такие сведения навели исследователей на пред-
положение о том, что формирование алкогольной 
зависимости может быть сопряжено не только с 
дисфункциями в нейромедиаторных и нейропеп-
тидных системах, но также опосредовано раз-
личными факторами нейровоспаления  [8–11]. 
Система toll-подобных рецепторов  (TLR), являясь 

ключевым звеном врожденного иммунитета, уча-
ствует в регуляции синтеза многих факторов вос-
паления  [1, 2, 14,  15]. Она включает в себя эндо-
генные агонисты TLR (например, Hmgb1 и ряд 
микроРНК), TLR-рецепторы и внутриклеточные 
адаптерные белки (в том числе MyD88, TRIF, IRF, 
NF-κB1 и  др.), которые инициируют активацию 
генов нейровоспаления  [1,  2,  14,  15].

Моделирование длительного воздействия эта-
нола как in  vitro, так и in  vivo позволило получить 
сведения о том, что система toll-подобных рецеп-
торов действительно реагирует в клетках нервной 
ткани на поступление этанола  – отмечается рост 
экспрессии генов и белков TLR, их эндогенных 
агонистов, а также повышается уровень экспрес-
сии генов провоспалительных цитокинов  [1–4]. 
Однако, несмотря на наличие таких сведений, 
все еще не существует полного понимания того, 
как оказывает влияние длительно поступающий 
этанол на данную систему в разных структурах 
головного мозга. В  первую очередь представляют 
интерес те структуры, которые являются элемен-
тами так называемой системы подкрепления и 
ассоциированы с развитием алкогольной аддик-
ции  [16–18]. Одной из таких ключевых структур 
является гиппокамп  [16–18]. Представляется инте-
ресным оценить уровень экспрессии элементов 
системы  TLR и связанных с ней молекул в гип-
покампе при моделировании длительного воз-
действия этанола, а также в состоянии отмены 
этанола и при фармакологической коррекции 
с помощью азитромицина  (АЗМ), который, по 
данным литературы, зарекомендовал себя эффек-
тивным соединением для снижения нейровос-
паления  [19–22], что и послужило целью нашей 
работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. В  эксперименте использовали 
56 взрослых самцов крыс породы Вистар (средняя 
масса тела  – 250–300  г, возраст  – 3  месяца), кото-
рые были приобретены в питомнике «Рапполово» 
(Россия). Перед началом эксперимента животные 
были разделены на группы (по 8 животных в каж-
дой группе): контрольная группа, группа длитель-
ного воздействия этанола, пять групп животных 
с отменой длительного воздействия этанола («от-
мена этанола, 7-е сутки»; «отмена этанола  +  вода»; 
«отмена этанола  +  АЗМ, 40  мг/кг»; «отмена эта-
нола  +  АЗМ, 80  мг/кг»; «отмена этанола  +  АЗМ, 
160  мг/кг»). Животные получали свободный до-
ступ к стандартному корму для крыс.

Моделирование длительного воздействия 
этанола и состояния отмены. Способ моделирова-
ния был нами использован на основе имеющихся  
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в литературе с некоторыми модификациями  
[23–25]. Длительное воздействие этанола вы-
полнялось путем внутрижелудочного введения 
20%-ного раствора этанола с помощью желудочно-
го зонда из расчета 4  г/кг чистого этанола с поне-
дельника по пятницу в течение 4-х  недель (всего 
20  введений). Контрольные животные получали 
эквивалентные объемы воды по такой же схеме.  
При этом все животные имели свободный доступ 
к воде. Декапитацию животных производили на 
последний день алкоголизации через 2 часа после 
последнего введения этанола (группа «этанол»). 
Для моделирования состояния отмены этанола 
животным прекращалось введение этанола, и 
на 7-е сутки отмены этанола животных выво-
дили из эксперимента (группа «отмена этанола, 
7-е  сутки»).

Инъекции фармакологических средств. 
По  окончании длительного воздействия этано-
ла животным три дня внутрижелудочно через 
зонд вводили азитромицин (40  мг/кг, 80  мг/кг, 
160  мг/кг; «Хемомицин», порошок для приготовле-
ния суспензии для приема внутрь («Hemofarm», 

Сербия)). Крысам контрольной группы вводили 
соответствующий объем воды (группа «отмены 
этанола  +  вода»). Декапитацию животных произ-
водили во всех группах на 7-е сутки отмены эта-
нола.

Забор биоматериала. Границы необходимых 
структур мозга были определены в соответствии 
с атласом мозга крысы [26]. Образцы мозга немед-
ленно замораживали и хранили при температуре 
−80  °C. Кровь извлекали в момент декапитации 
животных в специально подготовленные про-
бирки для проведения биохимического и кли
нического анализа крови.

Анализ крови. Измерение клинических пока-
зателей крови проводили в первые 2  часа после 
ее забора на ветеринарном гематологическом 
анализаторе («Mindray», Китай). Определение 
биохимических показателей в сыворотке крови 
было выполнено по стандартной методике на ав-
томатическом биохимическом анализаторе («Erba 
mannheim xl-100», Германия).

Выделение РНК из образцов мозга. Выде-
ление тотальной РНК выполняли, используя 

Таблица 1. Последовательность праймеров

Ген
Праймеры

Прямой (5′→3′) Обратный (5′→3′)

Tlr3 AACTGGAGAACCTCCAAGA CACCCTGGAGAAAACTCTTT

Tlr4 ACTCTGATCATGGCATTGTT GTCTCAATTTCACACCTGGA

Tlr7 TGAAAATGGTATTTCCAATGTG TAAGGGTAAGGTTGGTGGTA

Nfκb1 ATACTGCTTTGACTCACTCC AGGTATGGGCCATCTGTT

Hmgb1 CTCTGATGCAGCTTATACGA AAAAGACTAGCTTCCCCTTG

Il1β TGTCTGACCCATGTGAGCTG TTTGGGATCCACACTCTCCAG

Ccl2 AAGATGATCCCAATGAGTCG TGGTGACAAATACTACAGCTT

Tnfα CACGTCGTAGCAAACCAC TATGAAATGGCAAATCGGCT

Il13 TGTAACCAAAAGGCCTCGGA TGGCCATAGCGGAAAAGTTG

Tgfβ GGACTACTACGCCAAAGAAG GGACTACTACGCCAAAGAAG

Il11 GGGACATGAACTGTGTTTGT GGTAGGTAGGGAGTCCAGAT

Il6 ACTTCACAAGTCGGAGGCTT AATTGCCATTGCACAACTCTTTTC

miR-182 TTTGGCAATGGTAGAACTCACACCG GCGAGCACAGAATTAATACGAC

miR-155-5p TTAATGCTAATTGTGATAGGGGT GCGAGCACAGAATTAATACGAC

miR-96-5p TTTGGCACTAGCACATTTTTGCT GCGAGCACAGAATTAATACGAC

miR-let-7b GCGGCGGCTATACAACCTACTGC GCGAGCACAGAATTAATACGAC

U6 TGCTTCGGCAGCACATATAC AGGGGCCATGCTAATCTTCT

Gapdh GCCAGCCTCGTCTCATA GTGGGTAGAGTCATACTGGA
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реагент ExtractRNA («Евроген», Россия), в пол-
ном соответствии с инструкцией производителя. 
Чистоту выделения и концентрацию получен-
ной РНК измеряли на спектрофотометре Implen 
NanoPhotometer  P330 («Implen», Германия); по 
отношению А260/А280 (в норме ≥  1,8) оценивали 
чистоту выделенного продукта.

ОТ-ПЦР. Синтез кДНК проводили методом 
обратной транскрипции  (ОТ) в 20  мкл с исполь-
зованием набора реактивов MMLV RT kit («Евро-
ген») в полном соответствии с инструкцией про-
изводителя. Перед проведением ОТ для микроРНК 
было выполнено полиаденилирование микроРНК 
с помощью поли(A)-полимеразы Escherichia  coli 
(«New England Biolabs  Inc.», США) по ранее опи-
санной методике  [27]. ОТ  для микроРНК проводи-
ли в 10  мкл с использованием набора реактивов 
MMLV RT kit и специфического PolyT-адаптера  
(5′-GCGAGCACAGAATTAATACGACTCACTATAGGTTTT
TTTTTTTTVN-3′).

Концентрацию полученной кДНК в ходе  ОТ 
измеряли на спектрофотометре Implen Nano
Photometer  P330.

Полимеразную цепную реакцию  (ПЦР) с 
детекцией в режиме реального времени про-
водили в амплификаторе Mx3005P («Stratagene», 
США) в 10  мкл реакционной смеси, содержащей 
SYBR Green («Евроген») и смесь специфических 
прямых и обратных праймеров  (табл.  1) («Beagle», 
Россия). Относительный уровень содержания 
мРНК и miR рассчитывался методом  2ΔΔСt, содер-
жание мРНК нормировали к уровню экспрессии 
гена  Gapdh, уровень miR нормировали к уровню 
экспрессии гена U6. Все реакции проводили в трех  
повторах.

Иммуноферментный анализ. Замороженные 
образцы гиппокампа мозга до проведения иммуно-
ферментного анализа (ИФА) гомогенизировали на 
криомельнице («CRYOMILL», Китай); далее, полу-
ченный замороженный порошок ткани раство-
ряли в 1  мл  PBS (фосфатно-солевой буфер, рН  7,4) 
и центрифугировали в течение 10  мин при 3000  g. 
Собираемые супернатанты аликвотировали по 
100  мкл и хранили при −80  °С до проведения ИФА. 
Измерение белка IL-1β выполнено с помощью ком-
мерческого набора для проведения ИФА («Cloud-
Clone  Corp.», США) по протоколу. По  окончании 
реакции поглощение измеряли на планшетном 
фотометре Synergy  2 («Bio Tek», США). Общий бе-
лок определяли методом Бредфорда с использо-
ванием готового набора Bio-Rad Protein Assay Kit 
(«Bio-Rad», США). Измерение проводили в трех 
повторах.

Статистическая обработка. Для статистиче-
ской обработки полученных данных использова-
лась программа Graph Pad Prizm  v.6. Все данные 
были представлены как среднее  ±  стандартное 

отклонение. Для сравнения групп использовали 
U-критерий Манна–Уитни для малых независи-
мых выборок. Различия считали статистически 
значимыми при значении  р  ≤  0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Биохимические и клинические показатели 
крови при длительном воздействии этанола. 
Для оценки общего состояния организма живот-
ных при моделировании длительного воздей-
ствия этанола мы посчитали целесообразным 
оценить биохимические и клинические показа-
тели параметров крови у животных.

Результаты анализа позволили выявить 
повышенные уровни аланинаминотрансфера-
зы  (АЛТ) и альбумина в сыворотке крови у экс-
периментальных животных  (табл.  2). Повышение 
уровня альбумина может отражать изменения в 
степени дегидратации организма, что характерно 
для пациентов с хроническим алкоголизмом, а 
повышение уровня  АЛТ служит признаком воз-
можного поражения гепатоцитов у животных в 
эксперименте, что также характерно для состоя-
ния организма с длительной алкогольной инток-
сикацией  [8,  28,  29].

Результаты клинического анализа крови по-
казали снижение уровня лимфоцитов и повыше-
ние уровня моноцитов у животных с длительным 
потреблением этанола  (табл.  3).

Данные показатели отражают наличие от-
ветной реакции со стороны иммунной системы, 

Таблица  2. Показатели биохимического анализа 
сыворотки крови крыс при длительном воздействии 
этанола

Показатель Контроль 
(n  =  8)

Этанол 
(n  =  8)

АЛТ, МЕ/литр 18,63  ±  2,91 28,14  ±  5,64*

Глюкоза,  
ммоль/литр 4,39  ±  0,43 4,01  ±  1,08

Креатинин, 
мкмоль/литр 25,43  ±  7,65 28,16  ±  3,58

Мочевина,  
ммоль/литр 3,48  ±  0,54 4,07  ±  0,36

Альбумин, г/литр 44,87  ±  3,99 55,43  ±  4,86*

АСТ, МЕ/литр 69,53  ±  14,67 64,44  ±  6,35

Общий белок,  
г/литр 59,30  ±  8,59 67,38  ±  4,48

Примечание. АЛТ  – аланинаминотрансфераза; АСТ  – 
аспартатаминотрансфераза; *  p  ≤  0,05  – по отноше-
нию к контрольной группе.



АЙРАПЕТОВ и др.1828

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

Таблица 3. Показатели клинического анализа крови 
крыс при длительном воздействии этанола

Показатель Контроль 
(n  =  8) Этанол (n  =  8)

Лейкоциты,  
109/литр 8,52  ±  1,82 6,12  ±  2,22

Нейтрофилы,  
109/литр 0,61  ±  0,51 0,98  ±  0,53

Лимфоциты,  
109/литр 7,37  ±  2,10 4,01  ±  1,76*

Моноциты,  
109/литр 0,5  ±  0,46 1,10  ±  0,69*

Эозинофилы,  
109/литр 0,03  ±  0,01 0,04  ±  0,02

Базофилы,  
109/литр 0  ±  0,00 0  ±  0,00

Эритроциты,  
1012/литр 8,04  ±  0,41 7,73  ±  0,51

Гемоглобин,  
г/литр 141,5  ±  8,10 145,0  ±  8,74

Гематокрит, % 41,4  ±  1,84 41,9  ±  2,44

Тромбоциты,  
109/литр 977,33  ±  156,42 754,01  ±  265,26

Примечание. *  p  ≤  0,05  – по отношению к контроль-
ной группе.

которая вызвана длительным поступлением эта-
нола в организм животных. Повышение уровня 
моноцитов может отражать наличие в той или 
иной мере хронического периферического вос-
палительного ответа, а снижение уровня лимфо-
цитов может быть показателем общего снижения 
активности адаптивной иммунной системы, что 
нередко отмечается в условиях длительного по-
ступления этанола в организм  [29–31].

Таким образом, выполненное нами модели-
рование длительного воздействия этанола на 
организм привело к ряду изменений в парамет-
рах крови у животных, что является признаком 
развития патологического состояния. Стоит отме-
тить тот факт, что масса тела животных не имела 
значимых различий между экспериментальной и 
контрольной группами животных на протяжении 
всего эксперимента, а животные, которые про-
являли признаки той или иной болезни (напри-
мер, приобретенная травма в ходе эксперимента), 
были выведены из эксперимента.

Экспрессия генов цитокинов и генов системы 
TLR в гиппокампе мозга крыс при длительном 
воздействии этанола. Длительное воздействие 
этанола вызвало повышение уровня экспрессии 

гена Il1β и снижение уровня экспрессии генов Tnfα 
и Il11 в гиппокампе мозга крыс  (рис.  1). Нами не 
выявлено значимых изменений на уровне мРНК в 
экспрессии генов Il6, Tgfβ и Il13  (рис.  1). Продукт 
гена Il1β является ключевым провоспалительным 
цитокином, и его повышение часто ассоциируют 
с развитием нейровоспаления. Ранее исследова-
тели указывали на повышение уровня его экс-
прессии в головном мозге при длительном воз-
действии этанола  [12,  32,  33]. Полученные нами 
данные о повышенном уровне экспрессии этого 
гена в гиппокампе мозга крыс при длительном 
воздействии этанола имеют сходный характер с 
имеющимися ранее результатами, которые были 
получены другими исследователями в структурах 
мозга, а также в гиппокампе, но в других усло-
виях моделирования длительного воздействия 
этанола  [12,  32,  33]. Уровень экспрессии гена Il6 
в нашем эксперименте не был изменен в гиппо-
кампе, а экспрессия гена Tnfα снижена  (рис.  1). 
Оба цитокина, по данным последних лет, обла-
дают двойственными эффектами в отношении 
развития воспалительных событий  – при одних  
состояниях они выступают как провоспалитель-
ные, а при других – могут проявлять противоней-
ровоспалительные эффекты  [15,  34]. Таким обра-
зом, относительно снижения уровня экспрессии 
гена Tnfα делать однозначные выводы не пред-
ставляется возможным, здесь потребуются допол-
нительные наблюдения в будущем.

Интересным для нас наблюдением служит 
сниженная экспрессия гена Il11  (рис.  1). Имеют-
ся сведения, что этот цитокин в нервной ткани 
проявляет противовоспалительные эффекты, что 
было показано в исследованиях при моделиро-
вании различных патологий  [35]. Возможно, мы 
наблюдаем проявление сниженных механизмов 
сдерживания провоспалительных процессов, 

Рис. 1. Содержание мРНК цитокинов в гиппокампе 
мозга у крыс с длительным потреблением этанола; 
*  p  ≤  0,05  – по отношению к контрольной группе
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Рис.  2. Относительный уровень содержания мРНК 
генов системы TLR в гиппокампе мозга крыс с дли-
тельным потреблением этанола; * p ≤ 0,05 – по отно-
шению к контрольной группе

Таблица  4. Относительный уровень экспрессии 
микроРНК в гиппокампе мозга крыс в эксперименте, 
усл.  ед.

miR Контроль (n  =  8) Этанол (n  =  8)

miR-let-7b 0,78  ±  0,13 0,43  ±  0,19*

miR-96 1,08  ±  0,34 0,38  ±  0,15*

miR-155 0,96  ±  0,37 0,51  ±  0,25*

miR-182 1,01  ±  0,25 0,79  ±  0,17

Примечание. *  p  <  0,05 – по отношению к контроль-
ной группе.

которые развиваются на фоне хронического 
поступления этанола в организм. Сниженный 
уровень экспрессии гена Il11 может являться од-
ной из причин дисфункций в этих механизмах, 
и изучение этого цитокина в будущем может по-
зволить найти новую молекулярную мишень для 
коррекции нейровоспаления. Эти предположения 
требуют дальнейших исследований.

Кроме цитокинов, мы оценивали экспрессию 
некоторых генов системы toll-подобных рецеп-
торов. Нами не было выявлено значимых изме-
нений в экспрессии генов Tlr4, Hmgb1 и Nfκb1, 
однако мы выявили пониженные уровни экс-
прессии генов Tlr3 и Tlr7  (рис.  2). Ранее в работах 
исследователей сообщалось о повышении уровня 
экспрессии гена  Tlr7, и это повышение было свя-
зано с проявлениями нейродегенеративного про-
цесса  [1,  5]. Возможно, получение результата, от-
личающегося от ранее описанных, характеризует 
региональную особенность экспрессии данного 
гена или используемая нами модель длительного 
воздействия этанола умеренными дозами позво-
лила получить иные сведения.

В предыдущих наших работах также был 
замечен тот факт, что в условиях длительного 
воздействия этанола система TLR подвержена 
минимальным изменениям, однако отмена дли-
тельной алкоголизации вызывает резкий дисба-
ланс в их экспрессии  [36–38]. Так, например, по-
добные результаты мы получили в прилежащем 
ядре головного мозга крыс в аналогичной моде-
ли длительного воздействия этанола  [37]. Таким 
образом, представляется интересным изучение 
содержания мРНК и белков цитокинов и других 
компонентов TLR-сигнализации в гиппокампе не 
только в условиях длительной алкоголизации,  
но  и при отмене.

Изучение содержания микроРНК в гиппо-
кампе головного мозга крыс при длительном 
воздействии этанола. Анализ относительного со-
держания молекул микроРНК в гиппокампе голов-
ного мозга крыс показал, что miR-let-7b, miR-96 и  
miR-155 были значимо изменены в группе живот-
ных с длительным воздействием этанола  – уро-
вень miR-let-7b понизился в 1,8  раза, miR-96  – по-
низился в 2,8  раза, miR-155 – понизился в 1,9  раза   
(табл.  4).

Исследуемые в работе молекулы miR были 
нами отобраны из тех соображений, что они име-
ют функциональную связь с TLR-сигнальными 
путями  [39–43]. Известно, что miR-let-7b является 
эндогенным агонистом TLR7  [1,  12]. Сообщается, 
что изменение экспрессии miR-let-7b может иметь 
функциональную связь с TLR7-сигнальным кас
кадом реакций  [5,  12].

При повышении активности TLR4-сигнализа-
ции наблюдается повышение miR-155 в клетках 
микроглии головного мозга мышей, тогда как у 
нокаутных мышей по гену Tlr4 (TLR4-KO) этого не 
отмечается  [41]. У  мышей TLR4-KO не изменяется 
содержание miR-96 в коре головного мозга, тогда 
как длительная алкоголизация у мышей дикого 
типа снижала уровень miR-96  [42,  43]. Имеются 
данные на примере miR-182-5p, где сообщается о 
наличии функциональных взаимодействий клас-
тера miR-183C (в него входят miR-96 и miR-182) 
с белком TLR4  [42,  43]. Стоит отметить и тот факт,  
что не только miR-let7b (эндогенный агонист TLR7) 
был снижен в нашем эксперименте, но и уровень 
мРНК  Tlr7, что вызывает интерес к дальнейшим 
исследованиям для установления возможной 
функциональной связи между наблюдаемыми 
изменениями.

Экспрессия генов цитокинов и генов систе-
мы TLR в гиппокампе мозга крыс в условиях 
отмены длительного воздействия этанола. О со-
стоянии исследуемой нами системы генов в усло-
виях отмены этанола практически ничего не  из-
вестно. Имеющиеся небольшие сведения в этом 
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Рис.  3. Содержание мРНК цитокинов и генов си-
стемы TLR в гиппокампе мозга у крыс при отмене 
этанола; *  p  ≤  0,05  – по отношению к контрольной 
группе

направлении в основном получены при моде-
лировании хронических и субхронических форм 
воздействия этанола либо на следующий день 
после отмены [2, 13]. В текущем эксперименте мы 
выполнили анализ экспрессии исследуемых генов 
через 7  дней после отмены длительной алкоголи-
зации  (рис.  3).

Результаты позволили получить сведения о 
том, что через 7  дней после отмены уровни экс-
прессии генов Tlr3, Tlr4, Tlr7 и Hmgb1 были по-
вышены, уровень экспрессии гена Nfκb1 не был 
подвержен изменениям  (рис.  3). Наиболее зна-
чимое повышение экспрессии было характерно 
для гена  Tlr4. Полученные сведения позволяют 
сделать предположение о вовлеченности систе-
мы toll-подобных рецепторов в патогенетические 
механизмы в гиппокампе мозга, развивающие-
ся на фоне длительного поступления этанола в 
организм. Нами были получены данные, что в 
группе животных с длительным воздействием 
этанола уровни экспрессии генов Tlr3 и Tlr7 были 
понижены  (рис.  2), тогда как в условиях отмены 
этанола наблюдается повышение уровня их экс-
прессии  (рис.  3). Полученные результаты согласу-
ются с теми данными, что были ранее получены 
исследователями в других структурах головного 
мозга, а также на аутопсийном материале от 
пациентов с хронической алкогольной интокси-
кацией  [2,  13,  24]. В  серии работ, целью которых 
служило определение функционального значе-
ния таких изменений, были получены сведения 
о том, что повышение экспрессии генов Tlr4 и 
Hmgb1 приводит к активации генов провоспали-
тельных цитокинов и, как следствие, к развитию 
нейровоспаления  [12, 13, 24, 33,  41]. Повышение 
активности генов Hmgb1 и Tlr7 ведет к активации 
механизмов запрограммированной клеточной 
гибели в нейрональных культурах (в исследова-

ниях in vitro), т.е. к проявлению признаков нейро-
денерации  [5]. Что касается гена Tlr3, то имеются 
сведения о том, что активация продукта экспрес-
сии данного гена, эндосомального белка-рецеп-
тора TLR3, специфическими агонистами ведет к 
повышению уровня добровольного потребления 
этанола у животных  [2]. Таким образом, отме-
ченное нами изменение в экспрессии данных 
генов свидетельствует о наличии стойких пато-
логических процессов в гиппокампе мозга крыс 
через 7  дней после отмены этанола, и система 
исследуемых нами генов участвует в их реали-
зации. Полученные данные еще раз указывают 
на значимость проведения исследований в этом  
направлении.

Применение азитромицина для коррекции 
экспрессии генов цитокинов и генов системы 
toll-подобных рецепторов в условиях отмены 
длительного воздействия этанола. Мы пред-
ставляем результаты своих первых наблюдений, 
в задачи которых входила оценка экспрессии 
генов цитокинов и генов системы TLR в гиппо-
кампе мозга крыс в условиях отмены длительного 
воздействия этанола и при фармакологической 
коррекции азитромицином. На  различных моде-
лях патологических состояний нервной системы 
АЗМ зарекомендовал себя как эффективный ней-
ропротектор, который снижает уровень факторов 
воспаления и замедляет процесс гибели нервных 
клеток  [19–22]. Точный механизм остается не из-
вестен. Так, например, существуют предположе-
ния, что эффект может реализовываться через 
белковый комплекс NF-κB  [19–22], который явля-
ется ключевым на пути передачи внеклеточных 
сигнальных путей от TLR  [14,  15]. Мы поставили 
задачу оценить возможное нейропротекторное 
влияние АЗМ на исследуемую нами систему генов 
TLR в гиппокампе мозга в условиях отмены дли-
тельного воздействия этанола.

В данном исследовании нами также были по-
лучены данные по экспрессии генов Tlr3, Hmgb1 
и Nfκb1 на 7-е сутки отмены длительного воздей-
ствия этанола  – экспрессия генов Tlr3 и Hmgb1 
повышена, а уровень экспрессии гена Nfκb1 
не  изменен  (рис.  4). Выполненное введение  АЗМ 
позволило скорректировать уровень экспрессии 
генов Tlr3 и Hmgb1  (рис. 4). По отношению к гену 
Hmgb1 положительным эффектом обладали все 
три используемые дозировки препарата, однако 
по отношении к гену Tlr3 АЗМ в самой низкой 
дозировке  (40  мг/кг) не оказал эффекта  (рис.  4). 
На  уровень экспрессии гена Nfκb1 препарат не 
оказал влияния  (рис.  4). Кроме того, мы оценили 
влияние АЗМ на уровень экспрессии генов про-
воспалительных цитокинов Il1β и Ccl2 в усло-
виях отмены этанола  (рис.  5). Ранее эффект АЗМ 
исследовали по отношению к этим цитокинам 
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Рис. 4. Содержание мРНК генов системы TLR в гиппокампе мозга крыс при фармакологической коррекции 
азитромицином в условиях отмены этанола; *  p  <  0,05  – по отношению к контрольной группе; #  p  <  0,05  – 
по отношению к группе «отмена этанола  +  вода»

Рис. 5. Содержание мРНК цитокинов в гиппокампе мозга крыс при фармакологической коррекции азитро-
мицином в условиях отмены этанола; *  p  <  0,05 – по отношению к контрольной группе; #  p  <  0,05 – по отно-
шению к группе «отмена этанола  +  вода»

при  других патологических состояниях, были по-
лучены сведения о способности  АЗМ корректиро-
вать уровень содержания этих цитокинов  [19–22]. 
В  более ранней нашей работе мы также пред-
ставили результаты наблюдений за экспрессией 
генов этих цитокинов на 7-е сутки отмены эта-
нола, однако там были получены иные сведения 
о состоянии их экспрессии – было выявлено повы-
шение уровня экспрессия гена Сcl2, а экспрессия 
гена Il1β была без значимых изменений  [36]. Мо-
жем предполагать, что такие расхождения могут 
быть вызваны разными способами моделирова-
ния длительного воздействия этанола. Результаты 

анализа данного эксперимента показали повыше-
ние уровня экспрессии гена Il1β и отсутствие зна-
чимых изменений в экспрессии гена Сcl2  (рис. 5). 
Выполненное введение АЗМ позволило снизить 
повышенный уровень экспрессии гена Il1β при 
всех используемых нами дозировках  (рис.  5).

Уровень белка IL-1β при длительном воздей-
ствии этанола, отмене этанола и фармакологи-
ческой коррекции азитромицином в гиппокам-
пе мозга крыс. Мы сосредоточили свое внимание 
на измерении уровня белка IL-1β в гиппокампе 
мозга крыс. Данный белок является ключевым 
провоспалительным цитокином  – при  развитии 



АЙРАПЕТОВ и др.1832

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

нейровоспаления уровень белка повышается в 
тканях мозга  [1,  2,  13].

Роль белка IL-1β, опосредующего развитие 
дисфункций со стороны когнитивных и эмоцио-
нальных проявлений, исследуется при различ-
ных патологиях. Так, в эксперименте у мышей, 
подвергнутых психосоциальному стрессу, наблю-
далось снижение социального взаимодействия и 
нарушение рабочей памяти, но эти изменения 
были предотвращены нокаутом Il1r1 (ген белка-
рецептора к IL-1), а вирусно-опосредованная се-
лективная делеция Il1r1 в нейронах гиппокампа 
также показала, что этот рецептор в гиппокампе 
имеет решающее значение для стресс-индуциро-
ванных поведенческих дисфункций. Кроме того, 
показано даже то, что вызванный стрессом транс-
порт моноцитов в мозг блокируется нокаутом 
Il1r1  [44]. В  другом исследовании использовали 
лентивирусную конструкцию для индуцирования 
гиперэкспрессии IL-1β в дорсальном гиппокампе 
крыс. Наблюдалось снижение нейрогенеза в гип-
покампе наряду со снижением уровня ветвления 
нейритов на нейронах  [45]. Имеются сведения, 
что провоспалительные цитокины подавляют 
долговременную потенциацию в гиппокампе, тем 
самым внося изменения в ключевые механизмы 
формирования памяти. Используя синаптосомы и 
культуры нейронов, исследователи выявили, что 
IL-1β напрямую подавляют пластичность гиппо-
кампа через нейрон-специфические механизмы. 
В  исследовании также сообщается, что IL-1β 
может подавлять долговременную потенциа-
цию непосредственно в синапсах у мышей  [46]. 
Кроме того, известно, что нейроны гиппокампа 
экспрессируют высокие уровни IL-1R1  [46]. Эти 
данные указывают на вовлеченность цитокина 
в нарушение механизмов функционирования 
памяти. Имеется еще целый ряд исследований 
в подтверждение этих предположений, получен-
ных на  различных моделях в экспериментах на 
животных  [46].

Результаты нашего исследования показали, 
что как в группе длительного воздействия эта-
нола, так и в группе отмены этанола на 7-е сут-
ки отмечаются повышенные уровни белка IL-1β 
(рис.  6). Таким образом, исходя из имеющихся 
сведений об IL-1β, можем делать выводы, что 
наблюдаемое нами повышение данного белка в 
гиппокампе (более чем в 2  раза) при длительном 
поступлении этанола в организм может быть 
причиной развития эмоциональных и когнитив-
ных расстройств, а также проблем со стороны 
функционирования механизмов памяти.

Кроме того, в эксперименте нами были при-
менены две дозировки азитромицина для провер-
ки его эффективности в отношении коррекции 
содержания белка IL-1β. Использование азитро-

мицина в дозировке 40  мг/кг не оказало значи-
мого эффекта, но в дозировке 160  мг/кг снизился 
уровень белка (почти до уровня контрольных 
значений), как по отношению к группе отмены 
этанола, так и по отношению к группе длитель-
но алкоголизированных животных  (рис.  6). При 
этом выполненный нами анализ на уровне мРНК 
показал эффективность при обоих использован-
ных дозировках (40  мг/кг и 160  мг/кг) препарата 
(рис.  5). Таким образом, дозировка 40  мг/кг, кото-
рая достаточна для снижения уровня экспрессии 
гена Il1β, является недостаточной для снижения 
уровня белкового продукта. Наблюдаемый эффект 
может быть опосредован влиянием азитроми-
цина на механизмы созревания или деградации 
белка IL-1β. Белок IL-1β образуется в ходе про-
теолиза из своего предшественника про-IL-1β, и, 
несмотря на наблюдаемое нами снижение уровня 
продуктов транскрипции его гена в конкретный 
момент времени, повышенный уровень белка 
IL-1β может поддерживаться за счет его образо-
вания из молекул про-IL-1β в ходе посттрансля-
ционных механизмов. Кроме того, известно, что 
механизмы деградации белка IL-1β также имеют 
сложный путь регуляции, которая опосредуется, 
в частности, белками матриксными металло-
протеиназами  [47,  48]. В  будущем представляется 
интересным исследовать возможный вклад ази-
тромицина в регуляцию путей, направленных на 
скорость деградации белка IL-1β. Можем предпо-
ложить, что наблюдаемое сохранение повышен-
ных уровней белка IL-1β при снижении уровня 
экспрессии его гена может быть объяснено ак-
тивацией путей, ведущих к снижению скорости 
деградации белка. Имеются корреляционные дан-
ные в динамике, которые также свидетельствуют 
о наличии в расхождении со временем в уровнях 

Рис. 6. Содержание белка IL-1β в гиппокампе моз-
га крыс; *  p  <  0,05 – по отношению к контрольной 
группе; #  p  <  0,05 – по отношению к группе «отмена 
этанола  +  вода»
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мРНК и белка IL-1β – при снижении уровня мРНК 
наблюдается тенденция к повышению уровня его 
белка  [49].

Резюмируя полученные результаты по содер-
жанию белка ключевого провоспалительного ци-
токина IL-1β, мы наблюдаем наличие элементов 
нейровоспаления в гиппокампе мозга крыс при 
длительном воздействии этанола и при его отме-
не. Используемое нами соединение азитромицин, 
как и в работах других исследователей, при опре-
деленных дозировках обладает положительным 
эффектом в отношении снижения уровня нейро-
воспалительного медиатора  IL-1β.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выполненное нами моделирование длитель-
ного воздействия этанола умеренными дозами 
вызвало ряд изменений как в биохимических 
(повышение уровня АЛТ и альбуминов), клини-
ческих (повышение уровня моноцитов и сниже-
ние уровня лимфоцитов) параметрах крови, так и 
в системе нейровоспаления в гиппокампе мозга 
крыс. Мы анализировали уровень активности 
генов системы toll-подобных рецепторов, а также 
функционально связанные с этой системой моле-
кулы микроРНК (miR-let-7b, miR-96, miR-155, miR-
182) и цитокины. Длительная алкоголизация по-
служила причиной повышенных уровней мРНК и 
белка цитокина IL-1β, пониженных уровней мРНК 
Tnfα, Il11, Tlr3 и Tlr7. На 7-е сутки отмены этанола 
сохраняется повышенный уровень мРНК и белка 
цитокина IL-1β, а также уровень мРНК Hmgb1. 
Уровень мРНК Tlr3 при отмене этанола, напротив, 
был повышен. Выполненное пероральное введе-
ние азитромицина позволило скорректировать 
некоторые биохимические изменения, развиваю-
щиеся при отмене этанола – были снижены повы-
шенные уровни мРНК Il1β, Tlr3 и Hmgb1, а при 
более высоких дозировках было достигнуто сни-
жение повышенного уровня белка IL-1β в гиппо-
кампе мозга крыс. Содержание miR-let-7b, miR-96, 
miR-155 было понижено в гиппокампе в результа-
те длительной алкоголизации. Данные молекулы 
функционально связаны с TLR, и изменения в их 

содержании могут отражать или опосредовать 
(что первично, на данный момент не установ-
лено) дисфункции в молекулярных механизмах 
функционирования toll-подобных рецепторов.

Изучение биохимических изменений в гип-
покампе головного мозга крыс при моделирова-
нии длительного воздействия этанола и состоя-
ния отмены представляет большой интерес по 
причине наличия у пациентов с алкогольной ад-
дикцией нарушений в механизмах запоминания 
и в эмоциональном спектре. Гиппокамп в этих 
процессах играет, несомненно, значимую роль, а 
оценка биохимических изменений может позво-
лить получить новые сведения, которые попол-
нят понимание патофизиологических механиз-
мов, развивающихся в этой структуре мозга при 
длительном поступлении этанола в организм.
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STUDY OF NEUROINFLAMMATION  
IN THE RAT HIPPOCAMPUS DURING ETHANOL EXPOSURE  

AND PHARMACOLOGIC CORRECTION WITH AZITHROMYCIN:  
NEW DATA AND FUTURE PERSPECTIVES

M. I. Airapetov1,2*, S. O. Eresko1,3, S. A. Shamaeva1, E. R. Bychkov1,  
A. A. Lebedev1, and P. D. Shabanov1,2
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2 Military medical academy of S.M. Kirov, 194044 St. Petersburg, Russia
3 Saint-Petersburg National Research University  

of Information Technologies, Mechanics and Optics, 197022 St. Petersburg, Russia

With prolonged ethanol ingestion, disturbances in the emotional spectrum develop, and memory 
problems are noted. These symptoms may be mediated by the development of neurochemical changes 
in the hippocampus of the brain. Although there is evidence that the hippocampus is vulnerable to 
chronic alcohol intoxication and the development of neuroinflammation and neurodegeneration in 
this brain region, the key molecular mechanisms have not been identified. The aim of the study was 
to investigate changes in the immune system in the periphery as well as in the hippocampus of the 
rat brain during ethanol exposure and during pharmacological correction with azithromycin (AZM). 
Long-term ethanol exposure was modeled by injecting rats with a 20% ethanol solution (4  g/kg) for 
4  weeks. General biochemical and clinical blood analysis was performed in animals. The expression 
levels of cytokine genes (Il1β, Ccl2, Il6, Il11, Il13, Tnfα, Tgfβ) and toll-like receptor system genes (Tlr3, 
Tl4, Tlr7, Nfkb1, Hmgb1) and TLR system-related microRNA molecules (miR-182, miR-155-5p, miR-96-5p, 
miR-let-7b) were evaluated in the hippocampus. IL-1β protein content was also assessed in the hip-
pocampus. Prolonged alcoholization caused an increase in mRNA and protein levels of IL-1β, and a  
decrease in mRNA levels of Tnfα, Il11, Tlr3, and Tlr7. The contents of miR-let-7b, miR-96, and miR-155 
were downregulated in the hippocampus during long-term alcoholization. Elevated Il1β mRNA and 
protein levels and Hmgb1 mRNA levels were maintained under conditions of ethanol withdrawal. 
Tlr3 mRNA levels were decreased under withdrawal. Administration of AZM reduced IL-1β, TLR3 
and HMGB1 mRNA levels under conditions of ethanol withdrawal, and at higher doses of the drug, 
a decrease in IL-1β protein levels in the hippocampus of rat brain was observed. Thus, the study 
provided new insights into the mechanisms of neuroinflammation in the brain hippocampus during 
prolonged exposure to ethanol and upon withdrawal. The results obtained allowed us to outline 
a  number of  tasks for further studies in this direction.

Keywords: ethanol, hippocampus, toll-like receptors, cytokines, IL-1β, microRNAs, azithromycin
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Факторы нейровоспаления могут быть важными регуляторами функций мозга в норме и па-
тологии, в том числе при отставленных нарушениях, связанных с пренатальным действием 
алкоголя  – когнитивной дисфункции, аффективных расстройствах и аддиктивном поведении 
потомства в подростковом и взрослом возрасте. В данной работе мы использовали экспери-
ментальную модель пренатальной алкоголизации (потребление 10%-ного раствора этанола 
самкой крыс Wistar на всём протяжении беременности), мультиплексный иммунофлуоресцент-
ный анализ содержания интерлейкинов (IL-1α, IL-1β, IL-3, IL-6, IL-9 и IL-12), фактора некроза 
опухоли-α (TNF-α) и хемокина CCL5, а также количественную ПЦР в режиме реального времени 
для оценки уровня мРНК цитокинов в префронтальной коре половозрелого (PND60) потомства – 
самцов и самок крыс с пренатальной алкогольной интоксикацией и контрольных животных. 
Установлено достоверное снижение содержания TNF-α и интерлейкинов IL-1β, IL-3, IL-6, IL-9 в 
префронтальной коре самцов, но не самок, перенесших пренатальную алкоголизацию. У пре-
натально алкоголизированных самцов показано снижение уровня мРНК TNF-α в префронталь-
ной коре на 45% по сравнению с самцами контрольной группы, что может лежать в основе 
обнаруженного снижения его содержания. Полученные данные и, прежде всего, значимость 
фактора пола необходимо учитывать при проведении дальнейших трансляционных исследо-
ваний механизмов нарушений фетального алкогольного спектра и разработке средств их про-
филактики и терапии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пренатальная алкогольная интоксикация, нейровоспаление, префронталь-
ная кора, интерлейкины, фактор некроза опухоли, экспрессия мРНК.

DOI: 10.31857/S0320972524110062 EDN: IKSBEQ

Принятые сокращения: ПА  – пренатальная алкоголизация; TNF-α  – фактор некроза опухоли-α.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Употребление женщиной алкоголя во время 
беременности приводит к развитию у потом-
ства целого ряда физиологических, психических, 
поведенческих и интеллектуальных нарушений, 
обозначенных единым термином «нарушения 
фетального алкогольного спектра» (Fetal alcohol 
spectrum disorder, FASD)  [1]. Согласно усреднён-
ным эпидемиологическим данным последних 
лет, 10%  женщин употребляли алкоголь во вре-
мя беременности  [2,  3], а частота встречаемости 

FASD у детей в разных регионах мира варьирует 
от 3 до 31% [4–6]. Выраженность нарушений, воз-
никающих в результате пренатального воздей-
ствия этанола (пренатальная алкоголизация, ПА), 
зависит от дозы, продолжительности и частоты 
употребления алкоголя в течение беременности, 
а также от особенностей материнского метаболиз-
ма  [7]. Наиболее тяжёлая форма  – фетальный ал-
когольный синдром  – проявляется у детей в ран-
нем постнатальном периоде в дефектах развития 
лицевого отдела, замедлении роста, нарушениях 
функций центральной нервной системы (ЦНС) [7].  
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Вместе c тем наиболее многочисленная группа 
нарушений не связана с краниоцефальной дис-
морфией или отставанием в росте и развитии, 
а проявляется в виде поведенческих и когнитив-
ных нарушений, а также высокого риска злоупо-
требления психоактивными веществами в под-
ростковом и взрослом возрасте  [8]. Манифестация 
симптомов этих нарушений обычно связана c на-
чалом обучения в школе, стрессом, проблемами 
социального взаимодействия  [9].

Многочисленными исследованиями показа-
но, что центральное место в механизмах зави-
симости принадлежит процессам нейроадапта-
ции в мезокортиколимбической дофаминовой 
(DA) системе мозга, которая берёт начало в вен-
тральной покрышке среднего мозга (VTA) и прое-
цируется на лимбические структуры, включая 
прилежащее ядро (NAc), миндалевидное тело, 
гиппокамп и префронтальную кору  [10]. Вместе 
с тем дофамин помимо нейротрансмиттерной 
функции обладает способностью к активации до-
фаминовых рецепторов, локализованных на аст-
роцитах, микроглиальных клетках в ЦНC и клет-
ках периферической иммунной системы  [11,  12]. 
Показано, что дофамин модулирует уровень 
активности микроглиальных клеток  [13–15], и, 
наоборот, цитокины играют важную роль в регу-
ляции функций дофаминовой системы мозга [16]. 
Можно предположить, что одним из механизмов 
нарушений дофамин-зависимого поведения у ПА 
животных является изменение функционального 
состояния микроглиальных клеток и экспрессии 
факторов нейровоспаления. Целью данной ра-
боты было сравнительное изучение экспрессии 
факторов нейровоспаления в префронтальной 
коре ПА и интактных (контрольных) животных. 
Префронтальная кора считается одной из наи-
более сложных функциональных структур мозга 
млекопитающих, основная роль которой состоит 
в интеграции и интерпретации входных данных 
от корковых и подкорковых структур и обеспече-
нии целенаправленных поведенческих реакций, 
в том числе ориентированных как на получение 
вознаграждения, так и на подавление поведения 
риска  [17]. Учитывая, что баланс про- и противо-
воспалительных цитокинов критически важен 
для обеспечения нейронных функций  [18], мы 
предположили, что изменения в этом балансе 
у животных, перенесших ПА, могут быть одним 
из факторов нарушения поведения. Мы провели 
одновременное измерение содержания шести 
ключевых белков-цитокинов семейства интерлей-
кинов (IL-1α, IL-1β, IL-3, IL-6, IL-9 и IL-2), фактора 
некроза опухоли-α (tumor necrosis factor  α, TNF-α) 
и хемокина CCL5 в префронтальной коре полово-
зрелых (PND60) самцов и самок крыс с ПА инток-
сикацией и контрольных животных. IL-1  пред-

ставляют собой провоспалительные цитокины с 
широко распространённым влиянием на функции 
нервной системы в норме  [19]. Цитокины семей-
ства IL-1 состоят из двух основных родственных 
членов семейства (IL-1α, IL-1β), которые демон-
стрируют клеточно-специфические паттерны экс-
прессии и высвобождения и синтезируются как 
глией, так и нейронами. Традиционно считав-
шиеся провоспалительными такие цитокины, 
как интерлейкины IL-1β, IL-6, IL-2 и TNF-α, играют 
важную роль в развитии мозга [20]. Показано, что 
нарушение функций IL-6 в мозге ассоциировано с 
аномалией формы, длины и характера распреде-
ления дендритных отростков  [21]. TNF-α является 
ключевым медиатором, влияющим на синаптиче-
ское ремоделирование, процессы долговременной 
потенциации (LTP) и долговременной депрессии 
(LTD) в мозге  [22,  23]. Помимо того, что IL-2 явля-
ется ключевым цитокином в иммунной регуля-
ции, он может играть роль в развитии и регу-
ляции нейронов головного мозга, участвующих 
в пространственном обучении и памяти. Пока-
зано, что у нокаутных по IL-2 мышей нарушено 
пространственное обучение, что сопровождалось 
уменьшением длины гиппокампальных мшистых 
волокон  [24].

IL-3, IL-9 и CCL5, согласно данным литера-
туры, могут обладать нейропротективным дей-
ствием  [25–27]. Было показано, что IL-3 широко 
экспрессируется в ЦНС и оказывает трофическое 
действие на холинергические нейроны прозрач-
ной перегородки (Septum pellucidum) in  vitro и 
in  vivo  [25], однако механизмы, лежащие в осно-
ве нейротрофического действия IL-3, до конца 
не выяснены. IL-9 и его рецептор также активно 
экспрессируются в нервных клетках и специфиче-
ски контролируют программируемую клеточную 
гибель нейронов неокортекса новорожденных 
мышей  [26]. Авторы предполагают, что сигналь-
ный путь IL-9/IL-9R представляет собой эндоген-
ный антиапоптотический механизм для корко-
вых нейронов [26]. Хемокин CCL5 и его рецепторы 
выполняют в ЦНС множество функций, включая 
нейромодуляцию синаптической активности и 
защиту от нейротоксинов  [27]. Наиболее высо-
кий уровень экспрессии мРНК CCL5 обнаружен 
в олигодендроцитах, астроцитах и микроглии 
коры головного мозга, хвостатого ядра/скорлупы, 
гиппокампа и таламуса  [27]. Интересно, что в 
среднем мозге мРНК CCL5 обнаруживается в ти-
розин-гидроксилаза (TH)-положительных клетках 
вентральной покрышки, указывая на то, что CCL5 
экспрессируется субпопуляцией дофаминергиче-
ских нейронов мезолимбической системы  [27]. 
Предполагают, что этот хемокин может участво-
вать в обеспечении взаимодействия нейронов и 
клеток глии  [27].
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальные животные. Экспери-
менты проводились на аутбредных крысах Wistar 
обоих полов (питомник лабораторных животных 
«Столбовая» ФГБУ «Научный центр биомеди-
цинских технологий Федерального медико-био-
логического агентства»). Животных содержали в 
условиях естественной освещённости при тем-
пературе 22  ±  2  °C и свободном доступе к пище  
и воде.

Модель пренатальной алкоголизации. Для 
получения потомства двух половозрелых самок 
(PND60) крыс подсаживали к самцу на 3  суток. 
Общее количество самцов  – 10, самок  – 20. Срок 
беременности фиксировали, определяя наличие 
сперматозоидов в вагинальном мазке самки. Сам-
ки, спаривавшиеся c одним самцом, случайным 
образом были поделены на две группы: самки 
опытной группы на протяжении всей беременно-
сти (c 1-го по 21-й дни) получали 10%-ный раствор 
этанола в качестве единственного источника жид-
кости, контрольные самки во время беременности 
содержались в условиях водного режима. Потреб-
ление алкоголя самками измеряли ежедневно на 
всём протяжении беременности. В данной серии 
среднесуточное потребление алкоголя самками 
составило 13,6  ±  2,1  г/кг. Объём потребляемой 
жидкости в опытной группе – 31,0  ±  4,2  мл, в кон-
трольной группе – 35,1  ±  2,7  мл. Достоверных раз-
личий в среднесуточных объёмах потребляемой 
жидкости выявлено не было. Масса самок кон-
трольной и опытной групп достоверно не отли-
чалась в начале (210,0  ±  23,8  г и 207,0  ±  15,7  г соот-
ветственно) и в конце эксперимента (325,0  ±  28,4  г 
и 331,0  ±  32,1  г соответственно). После рождения 
детёнышей на период вскармливания все самки 
переводились на водный режим. Таким образом, 
полученное потомство было алкоголизировано 
только в пренатальном периоде, соответствующем 
1–2  триместрам беременности у человека  [28]. На 
30-й день жизни детёнышей отделяли от матери, 
разделяли по половому признаку и в дальнейшем 
содержали по 6  крысят в одной клетке (тип  Т/4В) 
при свободном доступе к пище и воде.

Для биохимических и молекулярно-биологи-
ческих исследований случайным образом было 
отобрано 18  ПА крыс (группа «Alc», 9  самцов и 
9  самок) и 18  контрольных (группа  «К», 9  самцов 
и 9  самок) крыс. В возрасте 60  дней (PND60) крыс 
декапитировали, префронтальную кору выдели-
ли на уровне от 4,2  мм до 2,8  мм относительно 
Брегмы, согласно атласу мозга крыc Paxinos and 
Watson  [29]. Выделенные образцы ткани замора-
живали и хранили при −70  °С.

Выделение белка для иммунофлуоресцент-
ного анализа. Пробы гомогенизировали с исполь-

зованием стеклянных шариков на гомогенизаторе 
MagNA Lyser 230B («Roche», Швейцария) в буфер-
ном растворе: 20  мМ Tris-HCl (pH 7,5), 150  мМ NaCl, 
1  мМ PMSF, 0,05%-ного (v/v) Tween-20 и 1%-ного 
(v/v) коктейля ингибиторов протеаз  II (ab201116, 
«Abcam», США). Гомогенаты центрифугировали 
15  мин при 12  000  g и 3  °C и отбирали суперна-
тант для дальнейшего анализа. Содержание белка 
определяли методом Бредфорда с использовани-
ем коммерчески доступного набора Quick Start 
Bradford Protein Assay («Bio-Rad», США).

Мультиплексный иммунофлуоресцентный 
анализ с использованием микросфер (техноло-
гия xMAP) проводили с помощью коммерчески 
доступных наборов для определения цитокинов 
в тканях мозга крысы («Cloud-Clone Corp.», Китай), 
согласно инструкции производителя. Анализ вы-
полняли на системе Bio-Plex MAGPIX Multiplex 
Reader с системой промывки Bio-Plex Pro Wash 
Station («Bio-Rad»). Концентрацию цитокинов в 
исследуемых образцах определяли автоматически 
с помощью стандартных калибровочных разведе-
ний, используя компьютерную программу Bio-Plex 
Manager Software v.6.1 и Bio-Plex Data Pro Software 
v.1.2 («Bio-Rad»). Содержание целевых белков нор-
мировали на общий белок в образце.

Выделение тотальной РНК проводили стан-
дартным гуанидин-изотиоционатным методом с 
использованием фенол-хлороформной экстракции 
(PureZOL RNA Isolation Reagent, «Bio-Rad»). Образ-
цы ткани гомогенизировали в 1  мл лизирующего 
буфера, к гомогенату добавляли 200  мкл хлоро-
форма («Fluka», США) и центрифугировали в тече-
ние 15  мин при 4  °C и 12  000  g (Eppendorf 5804R, 
«Eppendorf», Германия). К супернатанту добавля-
ли равный объём изопропанола, инкубировали 
при −20  °C (2  ч), центрифугировали при 6  000  g 
5  мин, осадок промывали 70%-ным EtOH, высуши-
вали и растворяли в воде (RNАase-free). Аликвоты 
РНК замораживали и хранили при  −70  °С. Коли-
чество выделенной тотальной РНК определяли 
спектрофотометрически (Eppendorf BioPhotometer, 
«Eppendorf»). Полученную РНК обрабатывали 
ДНКазой («Thermo Fisher Scientific», США), в соот-
ветствии с инструкцией производителя. кДНК 
синтезировали с использованием набора Mint 
revertase («Евроген», Россия) и использовали в 
качестве матрицы для количественной ПЦР.

ПЦР в режиме реального времени. Для 
подбора праймеров использовали онлайн-ресурс 
Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast). Были использованы следующие по-
следовательности олигонуклеотидных праймеров 
(«ДНК-синтез», Россия): 
TNF-α (прямой 5′-AAATGGGCTCCCTCTCATCAGGTTC-3′,  
обратный 5′-TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3′);  
IL-1β (прямой 5′-CACCTCTCAAGCAGAGCACAG-3′,  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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Таблица 1. Содержание цитокинов в префронтальной коре пренатально алкоголизированных и контрольных 
животных

Группа
Содержание цитокинов в префронтальной коре (пг/мг общего белка)

среднее арифметическое  ± SD

IL-1α IL-1β IL-2 IL-3 IL-6 IL-9 TNF-α CCL5

М_К 
(n  =  9) 58  ±  21,2 9,1  ±  2 175,1  ±  27,5 3,4  ±  1 3,4  ±  1 3,3  ±  1,1 38,5  ±  19,9 58,6  ±  23

М_ПА 
(n  =  9) 36,5  ±  16 6,4  ±  2,7*

p  =  0,01 135  ±  57,9 2,1  ±  0,8
p  =  0,009

1,9  ±  1,09
p  =  0,002

1,9  ±  0,9
p  =  0,005

21,4  ±  8,7*
p  =  0,03 36  ±  6,4

F_К 
(n  =  9) 45,9  ±  27,2 5,9  ±  2##

p  =  0,005 138,6  ±  64,8 1,8  ±  0,4##

p  =  0,003
2  ±  0,7##

p  =  0,003
1,7  ±  0,4##

p  =  0,002 26,8  ±  16,7 45,8  ±  20

F_ПА 
(n  =  9) 57,9  ±  41,9 5,9  ±  2 116,4  ±  26,6 2,5  ±  1,3 1,4  ±  0,9 2,5  ±  1,2 21,7  ±  12 55,4  ±  33,4

Примечание. М_К  – самцы, контрольная группа; М_ПА  – самцы, пренатальная алкоголизация; F_К  – самки, 
контрольная группа; F_ПА  – самки, пренатальная алкоголизация.
* p  <  0,05 (М_ПА относительно М_К); ##  p  <  0,01 (F_K относительно М_К); апостериорный тест Дункана.

обратный 5′-GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC-3′);  
β-актин (прямой 5′-CACTGCCGCATCCTCTTCCT-3′,  
обратный 5′-AACCGCTCATTGCCGATAGTG-3′).

Амплификацию проводили в 25  мкл смеси, 
содержащей 25  нг матрицы (кДНК), праймеры в 
конечной концентрации 0,4  мкМ и 5  мкл реак-
ционной смеси 5X qPCRmix-HS SYBR с интерка-
лирующим красителем SYBR Green I («Евроген») 
на амплификаторе CFX96 Real-Time System C1000 
Thermal Cycler («Bio-Rad») в следующем режиме: 
исходная денатурация матрицы – 3  мин при 95  °С; 
денатурация – 95  °С, 15 с; отжиг праймеров – 60  °С, 
15  с; элонгация  – 72  °С, 30  с. Реакцию проводили 
в течение 40  циклов с последующим анализом 
кривых плавления полученных ПЦР-продуктов. 
Для нормализации данных использовали β-актин 
в качестве референсного гена. Показатели Ct β-ак-
тина между экспериментальной и контрольной 
группой достоверно не различались (20,2  ±  2,0 и 
19,7  ±  3,3 соответственно). Количественную оцен-
ку относительного уровня экспрессии мРНК про-
водили методом 2−ΔΔСt  [30].

Статистическую обработку данных про-
водили с помощью программного обеспечения 
Statistica  v.12 («StatSoft Inc.», США). Проверка нор-
мальности распределения данных в выборке 
осуществлялась с помощью критерия Шапиро–
Уилка. Так как все данные подчинялись Гауссову 
распределению, использовали параметрический 
метод анализа  – двухфакторный дисперсионный 
анализ (two-way ANOVA), факторы: пол  ×  ПА. Дан-
ные представлены как среднее арифметическое 
± стандартное отклонение (SD). Post hoc обработка 
проводилась при наличии достоверных различий 
между группами. Достоверными считались раз-
личия при уровне значимости р  <  0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Содержание цитокинов в префронтальной 
коре. Процессинг данных о содержании цитоки-
нов/хемокинов, суммированных в табл. 1, показал: 
значимое влияние фактора ПА (F1,32  =  4,9; p  = 0,03) 
на TNF-α, фактора пола (F1,32 = 6,7; p = 0,01) на IL-1β, 
взаимодействие факторов ПА  ×  пол при анализе 
IL-3 (F1,32  =  10; p  =  0,003), фактора ПА (F1,32  =  12,8; 
p  =  0,001) и фактора пола (F1,32  =  9,9; p  =  0,004) на 
IL-6, взаимодействие факторов ПА  ×  пол (F1,32  =  13;  
p  =  0,001) при анализе IL-9 и взаимодействие 
факторов ПА  ×  пол (F1,32  =  4,5; p  =  0,04) при ана-
лизе CCL5. Важно отметить, что наиболее высо-
кие показатели концентрации в префронтальной 
коре отмечаются для интерлейкинов IL-2 и IL-1α 
и хемокина CCL5.

Результаты мультиплексного анализа пока-
зали достоверные различия содержания ряда 
интерлейкинов в префронтальной коре мозга 
между самцами и самками контрольной группы: 
у самок (группа F_K) было снижено содержание 
интерлейкинов IL-1β (p  < 0,01), IL-3 (p < 0,001), IL-6 
(p < 0,01) и IL-9 (p < 0,001) по сравнению с самцами 
(группа М_K) (табл.  1). Примечательно, что ПА не 
повлияла на уровень цитокинов у самок, также 
не было обнаружено значимых различий между 
полами групп ПА животных.

В префронтальной коре ПА самцов наблюда-
лось значимое снижение IL-1β  – на 29%, IL-3  – на 
38%, IL-6  – на 45%, IL-9  – на 42%, а также TNF-α  – 
на 45% по сравнению с контрольной группой сам-
цов. Следует отметить, что несмотря на обнару-
жение в ходе дисперсионного анализа значимого 
отличия между группами в отношении содержа-
ния хемокина CCL5, результаты апостериорного 
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Рис. 1. Относительный уровень экспрессии мРНК 
IL-1β и TNF-α в префронтальной коре контрольных 
и пренатально алкоголизированных самок и самцов 
крыс. М_К – самцы, контрольная группа; М_ПА – сам-
цы, пренатальная алкоголизация; F_К  – самки, кон-
трольная группа; F_ПА  – самки, пренатальная ал-
коголизация. *  p  <  0,05 (М_ПА относительно М_К, 
апостериорный тест Дункана)

анализа были неоднозначны: было обнаружено 
снижение у ПА самцов на 39% (p  =  0,06, тест Дун-
кана; тенденция) по сравнению с самцами кон-
трольной группы (табл.  1).

Для выяснения возможных причин снижения 
содержания TNF-α и IL-1β в префронтальной коре 
ПА самцов было проведено параллельное изуче-
ние экспрессии мРНК TNF-α и IL-1β.

Экспрессия мРНК TNF-α и IL-1β в префрон-
тальной коре пренатально алкоголизирован-
ных и контрольных животных. При изучении 
уровня мРНК TNF-α в префронтальной коре обна-
ружено влияние ПА-фактора (F1,32  =  8,2, p  =  0,007). 
Статистически значимые различия выявлены ме-
жду ПА самцами и контрольной группой самцов 
(рис.  1). У ПА самцов выявлено снижение уров-
ня мРНК TNF-α в префронтальной коре на 45% 
(p  =  0,03) по сравнению с самцами контрольной 
группы, что может лежать в основе обнаружен-
ного нами снижения содержания самого TNF-α. 
Достоверных различий в экспрессии мРНК IL-1β 
между группами не обнаружено (рис.  1).

ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее нами было установлено, что пренаталь-
ная алкогольная интоксикация является значи-
мым фактором риска аддиктивного поведения 
в будущем, причём в потомстве F1 увеличение 

добровольного потребления алкоголя и более вы-
сокий уровень тревожности на фоне отмены его 
потребления были обнаружены у самцов, но не 
у самок-потомков по сравнению с соответствую-
щими контрольными группами  [31].

В настоящем исследовании было также 
выявлено зависимое от пола отставленное дей-
ствие ПА на содержание цитокинов в префрон-
тальной коре взрослых животных. Мы получили 
достаточно неожиданные результаты – снижение 
содержания TNF-α в префронтальной коре взрос-
лых ПА самцов крыс. Эти данные согласуются c 
представлениями некоторых авторов [32] о подав-
лении, а не об активации алкоголем экспрессии 
TNF-α в мозге. Традиционно TNF-α считают про-
воспалительным цитокином, однако несмотря 
на многочисленные сообщения о роли TNF-α как 
патогенетического фактора целого ряда заболева-
ний мозга, появляется всё больше данных о его 
нейропротекторных функциях, направленных на 
уменьшение продукции оксида азота и свобод-
ных радикалов, изменение нейротрансмиссии 
возбуждающих аминокислот, поддержание ней-
ронального гомеостаза кальция и индукцию син-
теза нейротрофических факторов  [33]. Передача 
сигнала в клетках, на которые действует TNF-α, 
происходит после его связывания c двумя рецеп-
торами: TNFR1 и TNFR2  [34], активации факторов  
транскрипции NF-κB и AP-1, которые опосреду-
ют выживаемость и пролиферацию клеток  [34]. 
NF-κB является фактором транскрипции для боль-
шого числа генов, кодирующих провоспалитель-
ные цитокины, хемокины и их рецепторы. При 
этом TNFR1, в отличие от TNFR2, содержит так 
называемый «домен смерти» («death domain») в 
своей цитоплазматической части, поэтому его 
связывание c TNF-α может приводить к индук-
ции клеточной гибели  [34]. TNFR1 представлен 
почти на всех типах клеток, тогда как экспрессия 
TNFR2 характерна для нейронов и олигодендро-
цитов  [34]. Долгое время считалось, что TNFR2 
выполняет второстепенную роль в гомеостазе, 
однако недавно было показано, что регулятор-
ные эффекты TNF-α связаны c передачей сигнала 
именно через TNFR2  [35].

Поскольку обнаруженный нами эффект ПА 
является отставленным во времени, в его основе 
могут лежать долговременные эпигенетические 
модификации, что косвенно подтверждается сни-
жением экспрессии мРНК TNF-α. Линии мышей с 
нокаутом гена Tnf (C57BL/6-TNF−/− и C57BL/6-TNF+/−) 
представляются перспективной моделью для из-
учения влияния дефицита TNF на поведение и 
функции ЦНС в норме и патологии. Результаты, 
полученные в настоящее время при изучении 
мышей с нокаутом гена Tnf, свидетельствуют об 
участии TNF в регуляции тревожного поведения 
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и функциональной активности дофаминовой си-
стемы мозга  [36].

Согласно данным литературы цитокин IL-1β 
экспрессируется в мозге как микроглиальными 
клетками, так и нейронами и участвует в меха-
низмах поддержания целостности и функцио-
нирования гематоэнцефалического барьера  [37]. 
Показано, что IL-1β может регулировать функции 
ГАМК-ергических синапсов префронтальной коры 
посредством двух различных путей: противовос-
палительного (механизм «выживания» PI3K/Akt) 
или провоспалительного (MyD88/p38 MAPK), при-
чём в отсутствии алкоголя наблюдается смещение 
в сторону сигнального пути PI3K/Akt, способству-
ющего выживанию  [38]. Кроме того, исследова-
ния на грызунах с нокаутом гена IL-1β выявили 
целый ряд нарушений поведения и аффективного 
состояния у этих животных  [39,  40].

Снижение содержания IL-3, IL-6 и IL-9 в пре-
фронтальной коре самцов с ПА может быть свя-
зано с ослаблением нейропротекторных свойств 
микроглии. В исследовании на людях и мышах 
было показано, что уровень экспрессии IL-3 игра-
ет ключевую роль в размножении и поддержании 
пула прогениторных нейрональных клеток и ко-
личества выживших нейронов  [41]. Было показа-
но, что IL-3 играет защитную роль против Aβ-ин-
дуцированной гибели клеток, и что эта защита 
реализуется посредством активации фосфатидил-
инозитол-3-киназы (PI3K)/протеинкиназы  B (Akt) 
и Янус-киназы  2 (Jak2)  [42]. Исследования клеток 
in  vitro показали, что IL-9 индуцирует активацию 
транскрипционных факторов преобразователей 
сигналов и активаторов транскрипции STAT1, 
STAT3 и STAT5 и снижает экспрессию маркеров ак-
тивации макрофагов, таких как CD45, CD14, CD68 
и CD11b, стимулированных липополисахаридом 
и гамма-интерфероном  [43]. Таким образом, IL-9 
может управлять экспрессией других цитокинов 
и хемокинов, а сам в ряде случаев проявлять про-
тивовоспалительные и антиапоптотические свой-
ства  [44,  45].

Показано, что IL-6 участвует в нейрогенезе 
(влияя как на нейроны, так и на глиальные 
клетки), а также в регуляции активности зрелых 
нейронов и глиальных клеток в норме и пато-
логии  [46]. Во многих отношениях IL-6 ведёт себя 
подобно нейротрофину, что, по-видимому, объ-
ясняет, почему семейство цитокинов, к которому 
он принадлежит, известно как нейропоэтины. 
В опытах на культуре нейронов было показано, 
что IL-6 способствует выживанию холинергиче-
ских нейронов переднего мозга и перегородки, 
а также мезэнцефалических катехоламинерги-
ческих нейронов, ганглиозных клеток сетчатки, 
симпатических нейронов и ганглиев дорсальных 
корешков  [47,  48]. Изучение нокаутных мышей 

IL-6 KO показывает вовлечённость IL-6 в регуля-
цию ноцицепции, терморегуляции, эмоциональ-
ной реактивности, обучения и памяти  [49,  50].

Таким образом, в работе показано, что в пре-
фронтальной коре ПА животных снижено содер-
жание как провоспалительных цитокинов, так 
и цитокинов, обладающих нейропротекторным 
действием, причём этот эффект зависит от пола 
и обнаруживается только у половозрелых самцов. 
Вместе с тем важно учитывать, что нейровоспа-
ление представляет собой сложный динамиче-
ский процесс, характеризующийся изменением 
числа астроцитов и клеток микроглии, актива-
цией про- и противовоспалительных цитокинов, 
морфологическими изменениями клеток, кле-
точной миграцией, изменением уровня экспрес-
сии целого ряда генов  [51]. Поэтому для изучения 
динамики изменений экспрессии цитокинов на 
уровне мРНК и белка, их роли в общей картине 
нарушений, связанных c пренатальным эффектом 
алкоголя, а также биологических основ влияния 
фактора пола на эффекты ПА требуются дальней-
шие исследования.

Ограничения исследования. Используемая 
модель «полупринудительной» алкоголизации 
самок во время беременности имеет свои огра-
ничения в качестве трансляционной модели при 
интерпретации данных. В частности, при исполь-
зовании модели необходимо тщательно контро-
лировать объём потребляемой жидкости в опыт-
ной и контрольной группах животных. Кроме 
того, в данном исследовании не проводилась 
оценка калорийности рациона у пьющих алко-
голь и контрольных самок. Ограничением также 
является возраст потомства. Возможно, установ-
ленные биохимические изменения характерны 
для позднего адолесцентного и взрослого, но не 
для препубертатного периода, исследованного в 
работах других авторов  [52].
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ботка данных, обсуждение результатов исследова- 
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проведение экспериментов, обсуждение резуль-
татов исследования, статистическая обработка; 
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Соблюдение этических норм. Исследования 
проводились c соблюдением международных ре-
комендаций для медико-биологических исследо-
ваний c использованием животных, требований 
Европейской конвенции о защите животных, 
используемых для экспериментов или в иных 
научных целях (Страсбург, 1986  г. c приложением 
от 15.06.2006), правил Совета Европейского сооб-
щества (Директива 86/609/ЕЕC от 14.11.2005  г. и 
Директива 2010/63/EU от 22.09.2010  г.), а также 

Принципов надлежащей лабораторной практи-
ки (приказ Министерства здравоохранения РФ 
№  199н от 01.04.2016, ГОСТ Р  53434-2009). Соблю-
дены все положения, в том числе использование 
минимального количества животных, которое 
требуется для получения научно достоверных ре-
зультатов. Протокол эксперимента соответствовал 
этическим принципам и нормам проведения био-
медицинских исследований c участием животных 
и одобрен этическими комитетами ФГБУ «НМИЦ 
ПН им. В.П. Сербского» Министерства здравоохра-
нения РФ.
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Neuroinflammation can be an important factor of many central nervous system (CNS) deficits includ-
ing cognitive dysfunction, affective disorders and addictive behavior associated with prenatal alcohol 
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exposure and presented in early adulthood. In this study we used an experimental rodent model of 
prenatal alcohol (PA) exposure (consumption of a 10% ethanol solution by female Wistar rats through-
out pregnancy), multiplex immunofluorescence analysis of interleukins (IL-1α, IL-1β, IL-3, IL-6, IL-9 
and IL-12), tumor necrosis factor (TNF-α) and chemokine CCL5, as well as quantitative real-time PCR 
to assess the level of cytokine mRNA in the prefrontal cortex of sexually mature (PND60) offspring – 
male and female rats with prenatal alcohol intoxication and control animals. A significant decrease 
in the content of TNF-α and interleukins IL-1β, IL-3, IL-6, IL-9 was established in the prefrontal cortex 
of male, but not female PA offspring. Importantly, PA males also showed a decrease in the level of 
TNF-α mRNA in the prefrontal cortex by 45% compared to the control males, which may underlie 
a  detected decrease in its content. Taken together, our study demonstrates that a number of neuro-
immune factors are regulated in a sex-specific manner in the prefrontal cortex and are differentially 
affected in males and females by prenatal exposure to alcohol. Sex factor must be taken into account 
when conducting further translational fetal alcohol spectrum disorders and developing new methods 
for prevention and therapy.

Keywords: prenatal alcohol intoxication, neuroinflammation, prefrontal cortex, interleukins, tumor 
necrosis factor, mRNA expression
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Достаточно часто зачатие ребёнка происходит после употребления небольших доз алкоголя. 
Тем не менее влияние данного фактора на потомство совершенно не изучено. Целью настоя-
щего исследования было изучение уровня двигательной активности, тревожно-подобного и 
депрессивно-подобного поведения, чувствительности к анальгетическому действию этанола, 
а также активности ферментов дипептидилпептидазы  IV (DPP-IV), пролилэндопептидазы (PEP) 
и алкогольдегидрогеназы (ADG) в крови крыс, отцам которых непосредственно перед спари-
ванием однократно через зонд в желудок вводили этанол в дозе 0,5 или 1,5  г/кг. В результате 
проведённых экспериментов было обнаружено, что у самцов, зачатых отцами, находящимися 
в состоянии алкогольного опьянения, имеются существенные отличия в поведении по срав-
нению с обычными животными. Так, двигательная активность у крыс, зачатых самцами в 
алкогольном опьянении, была в 2–2,5 раза менее интенсивной, у них снижалась выраженность 
тревожно-подобного и депрессивно-подобного поведения. У таких животных была увеличена 
активность DPP-IV и ADG и снижена активность PEP в крови. У крыс, зачатых отцами, находя-
щимися в состоянии алкогольного опьянения, уменьшался анальгетический эффект этанола, 
а также наблюдалось снижение реакции изменения активности ADG, DPP-IV и PEP в ответ 
на введение этанола. Предполагается, что однократное употребление этанола самцами крыс 
непосредственно перед спариванием приводит у потомства к эпигенетическому изменению 
экспрессии генов, наследуемых по отцовской линии. В результате этого может изменяться ак-
тивность ряда ферментов, что приводит к изменению баланса нейропептидов, участвующих 
в формировании поведения животных.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: этанол, потомство, алкогольдегидрогеназа, пептидазы, плазма крови, 
флуориметрический анализ, открытое поле, приподнятый крестообразный лабиринт, горячая 
пластина.
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Принятые сокращения: ADG  – алкогольдегидро-
геназа; DPP-IV  – дипептидилпептидаза IV; PEP  – про-
лилэндопептидаза.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Показано, что употребление алкоголя во вре-
мя беременности оказывает значительное нега-
тивное влияние на поведение будущего потом-
ства  [1,  2]. Также имеются отдельные сведения о 
том, что существенное злоупотребление этанолом 
отцом в течение длительного периода времени 
перед зачатием может влиять на поведение по-

томства. Так, у потомства алкоголизированных 
мышей возникали дефицит внимания и гипер-
активность [3], гипоактивность [4], нарушения об-
учаемости  [5], снижение уровня тревожности  [6], 
снижение чувствительности к этанолу  [7] и сни-
жение влечения к алкоголю  [8]. По неофициаль-
ным данным, во всём мире и особенно в России 
не менее 20% всех зачатий происходит после упо-
требления умеренных количеств этанола. Однако 
влияние данного фактора на поведение будущего 
потомства практически не изучено. Нам удалось 
обнаружить только две работы, посвящённые 
влиянию однократного потребления самцом эта-
нола в существенной дозе перед спариванием. 
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Отмечалось, что у потомства часто возникают 
пороки развития [9], а также потомки менее осто-
рожны и более агрессивны, чем «нормальные» 
животные  [10].

Поведение человека и животных в большой 
степени определяется нейромедиаторными и 
нейромодуляторными процессами в центральной 
нервной системе. Важную роль в этом играют 
различные нейропептиды, количество которых в 
существенной мере зависит от активности фер-
ментов их деградации. Так, дипептидилпепти-
даза  IV (DPP-IV) участвует в расщеплении таких 
пептидов, как факторы роста, хемокины, инкре-
тины, нейропептиды и вазоактивные пептиды. 
Показано, что DPP-IV участвует в формировании 
толерантности и зависимости от этанола  [11].

Пролилэндопептидаза (PEP) принимает уча-
стие в деградации многих пептидных гормонов 
и нейропептидов. Роль PEP в действии этанола 
на организм человека и животных изучена мало.

Активность DPP-IV и PEP может служить мар-
кером агрессивного поведения  [12], выраженно-
сти тревожности  [13] или депрессии  [14]. Пока-
зано, что больные алкоголизмом имеют крайне 
низкую активность DPP-IV и PEP  [15].

Ферментом, расщепляющим эндогенный и эк-
зогенный этанол, является алкогольдегидрогеназа 
(ADG). Роль этого фермента в чувствительности 
к  действию этанола хорошо изучена  [16].

Исходя из вышеизложенного, целью настоя-
щего исследования было изучение уровня дви-
гательной активности, тревожно-подобного и 
депрессивно-подобного поведения, чувствитель-
ности к анальгетическому действию этанола, 
а также активности ферментов DPP-IV, PEP и ADG 
в крови крыс, отцы которых непосредственно пе-
ред спариванием получали этанол.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Эксперименты выполнены на 
крысах линии Вистар, полученных из питомника 
«Столбовая» (Москва, Россия). Животные содержа-
лись в вентилируемых клетках Techniplast green 
line 1500U («Techniplast», Италия) с натуральной 
кукурузной подстилкой («Золотой Кот», Воронеж, 
Россия) по 4–5  особей, со свободным доступом к 
воде и стандартным комбинированным кормом 
(3  ккал/г; «Профгрызун», Москва, Россия) при 
средней температуре в помещении 21  °С, сред-
ней влажности 20%, при наличии освещения 
(90  люкс) с 20:00 до 08:00.

Процедура спаривания. Для спаривания 
были использованы крысы массой 210–240  г (сам-
цы) и 170–200  г (самки) в возрасте 2–3  месяцев. 
Были сформированы 3  группы самцов и самок 

по 4  крысы каждого пола с одинаковым средним 
уровнем двигательной активности в группах.  
Самку в состоянии эструса ссаживали с самцом 
на 24  часа. В момент спаривания в каждой экс-
периментальной клетке находились 1  самец и 
1  самка.

Самцы 1-й (контрольной) группы получали 
внутрижелудочно воду. Самцам крыс 2-й и 3-й 
группы непосредственно перед спариванием через 
специальный зонд в желудок вводили 20%-ный 
раствор этанола в дозе 0,5 или 1,5  г/кг. Самцы по-
лучали растворы сразу после начала ухаживания, 
а затем снова помещались к самке. Самкам крыс 
ничего не вводили. В каждой группе принесли 
потомство по три самки из четырёх.

Исследование потомства. В результате спа
ривания контрольных животных родилось 15 сам-
цов и 16 самок. При спаривании с участием отцов, 
получавших 0,5  г/кг этанола, родилось 15  самцов 
и 16 самок, и при участии самцов, потреблявших  
1,5  г/кг этанола – 16 самцов и 16 самок. В дальней-
ших исследованиях использовали только самцов. 
У 46 самцов, зачатых в условиях, описанных выше, 
изучали поведение в возрасте с 2 до 3  месяцев.  
У всех этих животных последовательно, с интер-
валом в 3–5 дней, определяли уровень двигатель-
ной активности, поведение в тестах «открытое 
поле», «крестообразный приподнятый лабиринт» 
и «подвешивание за хвост». В заключение у них 
определяли чувствительность к анальгетическо-
му действию этанола в тесте «горячая пластина». 
Через 72  часа после введения этанола и опреде-
ления его анальгетического действия животных 
декапитировали и проводили забор крови для 
биохимических исследований.

Определение уровня двигательной активно-
сти. Крыс индивидуально помещали на 60  мин в 
экспериментальные камеры «Phenomaster» («TSE 
Systems», Германия), где у них автоматически 
определялась общая горизонтальная двигатель-
ная активность, двигательная активность в цен-
тре и количество стоек в течение 60  мин с ин-
тервалом в 10  мин. При этом экспериментальные 
камеры были идентичны «домашним» клеткам, в 
которых крысы содержались ранее для миними-
зации стрессирующего эффекта. Эксперименты 
проводили с 11 до 15  часов в отсутствии освеще-
ния. Одновременно использовали 8  камер «Phe
nomaster».

Определение поведения в «открытом поле». 
«Открытое поле» представляло собой круглую аре-
ну диаметром 98  см, окружённую стенками высо-
той 31  см («OpenScience», Россия, модель TS0501-R). 
Арена разделена линиями на 7 центральных и 
12 периферийных секторов. Арена равномерно 
освещалась медицинской лампой (освещённость 
поверхности арены  – 450  люкс). Для теста крысу 
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помещали в центр арены и наблюдали горизон-
тальную активность (общее количество пересе-
чённых квадратов), количество стоек и выходов 
в центр в течение 5  мин.

Определение уровня тревожно-подобного 
поведения в крестообразном приподнятом ла-
биринте. В тесте был использован аппарат «The 
Elevated Plus Maze» («Columbus Instruments», США). 
Это крестообразная платформа с четырьмя рука-
вами (длина  – 50  см, ширина  – 15  см). Два про-
тивоположных рукава лабиринта имеют высо-
кие непрозрачные стены, тогда как два других 
открыты. Высота стенок закрытых рукавов со-
ставляет 43  см. Лабиринт поднят на высоту 75  см. 
Центральная часть аппарата составляет 15  см2. 
Освещённость поверхности лабиринта  – 90  люкс. 
Крысу помещали на 5  мин в центр платформы и 
измеряли количество переходов из отсека в отсек, 
а также время, проведённое в центре, на закры-
тых и открытых рукавах аппарата.

Определение уровня депрессивно-подобно-
го поведения в тесте «подвешивание за хвост». 
Суть теста состоит в том, что каждая крыса при 
помощи липкой ленты и специального крепления 
подвешивается вниз головой за хвост на 6  мин 
(установка «TSE Systems», Tail Suspension Monitor, 
303590 series). Детектируются длительность (с) и 
число периодов иммобилизации, длительность (с) 
и число периодов активных и пассивных дви-
жений. Под активными движениями понимают 
энергичные движения всем телом животного и 
кручение вокруг оси в тесте. За пассивные дви-
жения принимали неторопливое движение одной 
или двумя лапами и движения головой, а имен-
но раскачивание или подёргивание усами. Все 
остальные неподвижные зависания учитывались 
как иммобилизация.

Определение чувствительности к анальге-
тическому действию этанола. Животные каждой 
из трёх групп для этого теста были рандомизиро-
ваны по уровню двигательной активности и раз-
делены на 2  подгруппы: крысам первой подгруп-
пы за 30  мин до теста внутрижелудочно вводили 
20%-ный этанол в дозе 1,5  г/кг. Крысы второй под-
группы в каждой группе получали изотонический 
раствор хлорида натрия. Каждое животное поме-
щали на поверхность прибора «Hot plate» («TSE 
Systems»), имеющего температуру 56  °С. Измеряли 
латентный период начала облизывания лап.

Определение активности ферментов. Пробо-
подготовка. Активность ADG, PEP и DPP-IV опре-
деляли в плазме крови, для получения которой 
использовали пробирки с ЭДТА. Пробы центри-
фугировали в течение 10  мин при 3000  об./мин. 
Плазму переносили в чистые пробирки и храни-
ли при температуре −70  °С до проведения иссле-
дования.

Флуориметрический метод определения ак-
тивности PEP и DPP-IV. Метод основан на флуо-
риметрическом определении освобождающегося 
в процессе ферментативной реакции с пепти-
дом Z-Ala-Pro-MCA (для PEP) или с пептидом Gly-
Pro-MCA (для DPP-IV) 7-амино-4-метилкумарина, 
имеющего отличный от пептидов спектр флуо-
ресценции. Гидролиз субстрата регистрировался 
после 30  мин инкубации при 37  °C на спектро-
флуориметре LS-5B («Perkin-Elmer», США). Коли-
чество освободившегося 4-метил-7-аминокума-
рина определяли из величины флуоресценции. 
Удельную активность ферментов определяли по 
формуле  (1):

A  =  [(E−C)/(S−B)] · t−1 · v−1,	 (1)

где E  – флуоресценция пробы (380/460  нм); C  – 
флуоресценция смеси, содержащей по 0,05  мл 
субстрата и фермента, 1,9  мл Tris-HCl-буфера (при- 
готовленного из Tris-основания, «Serva», Гер-
мания) (pH  8,0), содержащего по 1  мМ ЭДТА-Na2 
(«Reanal», Венгрия), дитиотреитола («Serva») и 
NP-40 («Sigma-Aldrich») и 1  мл ацетатного буфера 
(pH  4,0); B  – флуоресценция смеси, содержащей 
0,05  мл субстрата, 1,95  мл Tris-HCl-буфера (pH  8,0), 
содержащего по 1  мМ ЭДТА-Na2, дитиотреитола и 
NP-40 и 1  мл ацетатного буфера (pH  4,0); S – флуо-
ресценция смеси, содержащей 0,05  мл субстрата,  
1,93  мл Tris-HCl-буфера (рН  8,0), содержащего по 
1  мМ ЭДТА-Na2, дитиотреитола и NP-40 и 1  мл 
ацетатного буфера (рН  4,0), и 0,02  мл раствора  
7-амино-4-метилкумарина («Serva») (2  нмоль). 
Остановку реакции производили добавлением в 
инкубационную смесь 1  мл ацетатного буфера 
(pH  4,0).

Спектрофотометрический метод определе-
ния активности ADG. Активность ADG в плазме 
крови определяли модифицированным спектро-
фотометрическим методом Mezey et  al.  [17]. Для 
этого в пробу к 50  мкл плазмы добавляли по 
400  мкл глицинового буфера (pH  8,8), 3%-ного рас- 
твора этанола и раствора NAD («Fluka», Швейца-
рия) (3  мг/мл воды), далее каждую пробу инкуби-
ровали на водяной бане в течение 60  мин при 
температуре 37  °С и определяли оптическую плот-
ность при длине волны 340  нм на спектрофото-
метре DU-50 («Beckman», США). Активность ADG 
(мкмоль NADH/мл·мин) рассчитывали с исполь-
зованием молярного коэффициента экстинкции 
восстановленной формы пиридиннуклеотидов 
(6,22  ммоль/мл/см).

Статистическая обработка данных. Стати-
стическую обработку результатов проводили по 
алгоритмам программы «Statistica  13.0» с про-
веркой соответствия распределения эмпириче-
ских данных нормальному закону по критерию  
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Шапиро–Уилка. В случае соответствия для сравне-
ния средних значений нескольких независимых 
выборок применяли однофакторный дисперси-
онный анализ (one way ANOVA) с последующим 
сравнением средних значений дисперсионного 
комплекса по тесту Дункана; при несоответ-
ствии  – непараметрический однофакторный дис-
персионный анализ Краскела–Уоллиса, в этом 
случае post hoc анализ проводили по непарамет-
рическому U-критерию Манна–Уитни. Данные 
представлены в виде M  ± SEM, где M  – среднее, 
SEM  – стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Поведенческие изменения. В результате 
проведённых экспериментов было обнаружено, 

что у самцов, зачатых отцами, находящимися в 
состоянии алкогольного опьянения, имеются су-
щественные отличия в поведении по сравнению с 
обычными животными. Так, двигательная актив-
ность у крыс, зачатых в алкогольном опьянении, 
была в 2–2,5  раза менее интенсивной: U  =  36,00, 
р  =  0,000997 при сравнении группы «Контроль» с 
группой «Этанол 0,5  г/кг», и U  =  62,00, p  =  0,001642 
при сравнении с группой «Этанол 1,5  г/кг» 
(рис.  1,  а).

В тесте «открытое поле» также было обнару-
жено снижение у этанол-зачатых крыс горизон-
тальной двигательной активности (достоверное 
отличие от контроля, U  =  19,50, р  =  0,000027 в 
группе «Этанол 0,5  г/кг»; U  =  33,50, p  =  0,000018 в 
группе «Этанол 1,5  г/кг» (рис.  1,  б)) и вертикаль-
ной двигательной активности (достоверное отли-
чие от контроля, U  =  32,50, р  =  0,000478 в группе 

а

в

д

б

г

Рис. 1. Изменения в поведении самцов крыс, зачатых отцами, находящимися в состоянии алкогольного опья-
нения. а – Двигательная активность (усл. ед.) в экспериментальных камерах «Phenomaster»; б – горизонталь-
ная двигательная активность (усл. ед.) в тесте «открытое поле»; в  –  вертикальная двигательная активность 
(стойки) в тесте «открытое поле»; г – длительность пребывания в светлых рукавах ПКЛ (с); д – длительность 
иммобилизации крыс в тесте «подвешивание за хвост» (с). На рисунках обозначены достоверные отличия 
от контроля (непараметрический U-критерий Манна–Уитни)
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Рис. 2. Латентный период облизывания лап крыс 
опытных групп в тесте «горячая пластина». *  До-
стоверные различия между животными, которым 
вводили физраствор и этанол, в каждой группе по-
томства, U  =  3,00, р  =  0,002176 в группе «Контроль»; 
U  =  5,50, р  =  0,002953 в группе «Этанол 0,5  г/кг»

«Этанол 0,5  г/кг»; U  =  78,00, p  =  0,00995 в группе 
«Этанол 1,5  г/кг» (рис.  1,  в)).

У потомства, зачатого отцами, которым вво-
дили 1,5  г/кг этанола, наблюдалось увеличение 
времени пребывания в светлых рукавах припод-
нятого крестообразного лабиринта (ПКЛ) более 
чем в 5  раз, U  =  14,50, p  =  0,00001 (рис.  1,  г).

В тесте «подвешивание за хвост» у крыс, зача-
тых отцами, находящимися в алкогольном опья-
нении, наблюдалось уменьшение времени иммо-
билизации. Достоверное отличие от контроля, 
U  =  49,50, р  =  0,007544 в группе «Этанол 0,5  г/кг»; 
U  =  77,50, p  =  0,008991 в группе «Этанол 1,5  г/кг» 
(рис.  1,  д).

Обнаружено, что болевая чувствительность 
этанол-зачатых крыс достоверно не отличается 
от таковой у контрольных животных. Введение 
1,5 г/кг этанола приводило к достоверному увели-
чению латентного периода начала облизывания 
лап (анальгезия) у контрольных животных и у 
крыс, зачатых отцами, которым вводили 0,5  г/кг 
этанола. Однако у крыс, зачатых отцами, которым 
вводили этанол в дозе 1,5  мг/кг, анальгетический 
эффект этанола отсутствовал (рис.  2).

Изменения активности ферментов. Актив-
ность ADG у животных, зачатых отцами, которым 
вводили 1,5  г/кг этанола, была достоверно выше, 
чем у животных остальных групп. После введе-
ния этанола активность ADG достоверно снижа-
лась во всех группах (табл.  1).

Активность DPP-IV у животных, зачатых отца-
ми, которым вводили 1,5  г/кг этанола, была уве-
личена по сравнению с животными остальных 
групп. После введения этанола активность DPP-IV 
достоверно увеличивалась только у контрольных 
животных (табл.  1).

Активность PEP у животных, зачатых от-
цами, которым вводили 1,5  г/кг этанола, была 
существенно ниже, чем у животных остальных 
групп. После введения этанола активность PEP 
достоверно снижалась у животных контрольной 
группы и у животных, зачатых отцами, которым 
вводили этанол в дозе 0,5  мг/кг. У крыс, зачатых 
отцами, которым вводили 1,5  мг/кг этанола, сни-
жения активности PEP после инъекции этанола 
не наблюдалось (табл.  1).

При сравнении активности ADG использо-
вали анализ «one way ANOVA» с последующим 
сравнением средних значений дисперсионного 
комплекса по тесту Дункана. При сравнении ак-
тивности других ферментов – непараметрический 
однофакторный дисперсионный анализ Краскела–
Уоллиса с апостериорным попарным анализом 
по непараметрическому U-критерию Манна– 
Уитни.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами обнаружены выраженные изменения в 
поведении крыс-самцов, отцы которых перед спа-
риванием получали этанол в малых или средних 
дозах. Так, снижение уровня двигательной актив-
ности определялось и в аппарате «Phenomaster», 
и в тесте «открытое поле». Ранее гипоактивность 
мышей была зарегистрирована у животных, чьи 
отцы длительное время получали этанол перед 
их зачатием  [4]. Также нами было показано уве-
личение времени пребывания на открытых лу-
чах крестообразного приподнятого лабиринта у 
потомства алкоголизированных отцов, что сви-
детельствует о снижении у них уровня тревож-
ности. Этот факт был ранее описан для потомства 
отцов, хронически получавших этанол перед спа-
риванием  [6]. Кроме этого, результаты наших экс-
периментов показали, что введение отцам перед 
спариванием этанола в дозе 1,5  г/кг приводит у 
потомства к уменьшению депрессивно-подобной 
реакции на стресс и снижению чувствительности 
к анальгетическому действию этанола. Снижение 
чувствительности к этанолу также было показано 
ранее для потомства хронически алкоголизиро-
ванных мышей  [7]. Влияния на депрессивность 
ранее показано не было. Таким образом, одно-
кратное введение самцам крыс непосредственно 
перед спариванием малых и средних доз этанола 
вызывает у потомства такие же поведенческие 
изменения, как и у потомства хронически алко-
голизированных отцов.

Активность ADG в крови животных, отцам 
которых вводили этанол, была выше, чем у кон-
трольных крыс. Поскольку показано, что ADG 
может участвовать в механизмах анальгезии, 
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Таблица 1. Активность ферментов ADG, DPP-IV и PEP в плазме крови крыс

Физраствор / этанол Контроль Этанол 0,5  г/кг Этанол 1,5  г/кг

ADG (мкмоль/мг/мин)

Физраствор 19,073  ±  0,91 19,475  ±  0,70
21,798  ±  0,96*

MS  =  4,2465
df  =  42,00
p  =  0,0428

Этанол 1,5  г/кг
17,896  ±  0,77#

MS  =  4,2465
df  =  42,00
p  =  0,0027

16,969  ±  0,61#

MS  =  4,2465
df  =  42,00
p  =  0,0104

19,819  ±  0,71

DPP-IV (нмоль/мг/мин)

Физраствор 2,694  ±  0,15 2,943  ±  0,14
3,269  ±  0,09*

U  =  12,00
p  =  0,0379

Этанол 1,5  г/кг
3,077  ±  0,2#

U  =  13,00
p  =  0,0488

3,134  ±  0,11 3,355  ±  0,12

PEP (нмоль/мг/мин)

Физраствор 0,946  ±  0,04 0,955  ±  0,03
0,789  ±  0,01*

U  =  7,00
p  =  0,0069

Этанол 1,5  г/кг
0,774  ±  0,02#

U  =  6,00
p  =  0,0046

0,804  ±  0,03#

U  =  5,00
p  =  0,0029

0,799  ±  0,01

Примечание. *  Достоверные различия между группами потомства, зачатого отцами, которым вводили эта-
нол, и потомством, зачатым отцами, которым вводили воду; #  достоверные различия между животными, 
которым вводили физраствор и этанол, в каждой группе потомства.

вызванной введением этанола [18], то этим может 
объясняться снижение чувствительности к аналь-
гетическому действию этанола у животных, зача-
тых отцами в состоянии алкогольного опьнения.

Результаты наших экспериментов не позво-
ляют выявить причинную связь изменений ак-
тивности ферментов с изменением поведения. 
Однако мы можем сделать предположение, что 
увеличение активности DPP-IV и снижение актив-
ности PEP в крови животных, зачатых отцами, на-
ходящимися в алкогольном опьянении, изменяет 
нормальное соотношение регуляторных нейро-
пептидов и пептидных гормонов, что и вызывает 
поведенческие изменения. Чтобы узнать, какие 
конкретно изменения происходят при изменении 
активности DPP-IV и PEP, требуется проведение 
специальных экспериментов. Тем не менее в на-
стоящее время можно сделать некоторые предпо-
ложения. Так, снижение активности PEP в крови 
может приводить к увеличению уровня тиротро-
пин-фактора, обладающего антидепрессантными 
свойствами  [19, 20]. Ранее в эксперименте на мы-
шах были выявлены антидепрессантные свойства 
синтетических ингибиторов PEP  [21].

Увеличение активности DPP-IV у потомства 
может указывать на снижение концентрации ве-
щества  P, влияющего на восприятие боли посред-
ством модуляции концентрации SP на периферии 
и активации пептидом периферических рецепто-
ров NK1  [22]. Ещё одним важным субстратом для 
DPP-IV является тетрапептид эндоморфин-2  [23]. 
Возможно, DPP-IV модулирует анальгезию, инду-
цированную эндоморфином-2. Третий важный 
субстрат DPP-IV – нейропептид Y (NPY) [24], играю-
щий важнейшую роль в регуляции аффективного 
состояния, реакции на стресс и патогенезе ряда 
заболеваний, в том числе депрессии.

Кроме того, нами было обнаружено, что у по-
томства алкоголизированных отцов наблюдается 
подавление реакции изменения активности фер-
ментов в ответ на введение этанола. Если в кон-
троле этанол вызывает увеличение активности 
DPP-IV и снижение активности PEP, то у потомства 
алкоголизированных отцов эти реакции отсут-
ствуют. По-видимому, это является проявлением 
общей закономерности: потомство самцов, перед 
спариванием получавших этанол, менее чувстви-
тельно к большинству эффектов этанола  [7].
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Показано, что хроническое употребление эта-
нола самцами мышей приводит к уменьшению 
метилирования импринтируемых генов в спер-
матозоидах, в том числе генов нейротрофических 
факторов [25]. Это может приводить к изменению 
функционирования лимбических структур мозга 
и, как следствие, к изменению поведения живот-
ных. Если учесть, что однократное употребление 
этанола оказывает такое же действие на потом-
ство, как хроническое, то нельзя исключить, что 
наблюдаемые нами изменения у потомства алко-
голизированных отцов могут быть связаны с дан-
ным эпигенетическим механизмом. В результате 
этого может изменяться активность ряда фермен-
тов, что приводит к изменению баланса нейро-
пептидов, участвующих в формировании пове
дения животных.
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Quite often, conception of a child occurs after consuming small doses of alcohol. However, the effect 
of this factor on offspring has not been studied at all. The aim of this study was to study the level of 
motor activity, anxiety-like and depressive-like behavior, sensitivity to the analgesic effect of ethanol, 
as well as the activity of the enzymes DPP-IV, PEP and ADG in the blood of rats whose fathers re-
ceived ethanol immediately before mating. As a result of the experiments conducted, it was found that 
males conceived by fathers who were intoxicated have significant differences in behavior compared  
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to control animals. Thus, motor activity in rats conceived by males under the influence of alcohol 
was 2-2.5 times less intense, they decreased the severity of anxiety-like and depressive-like behavior.  
In such animals, the activity of DPP-IV and ADG was increased and the activity of PEP in the blood was 
reduced. In rats conceived by fathers under the influence of alcohol, the analgesic effect of ethanol 
decreased, and there was also a decrease in the reaction of ADG, DPP-IV and PEP to ethanol admin-
istration. It is assumed that a single use of ethanol by male rats immediately before mating leads to 
a decrease in the methylation of paternal inherited genes in offspring. As a result, the activity of a 
number of enzymes may change, which leads to a change in the balance of neuropeptides involved 
in formation of animal behavior.

Keywords: ethanol, offspring, alcohol dehydrogenase, peptidases, blood plasma, fluorimetric analysis, 
open field, elevated plus maze, hot plate
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Нарушения функционирования секреторных белков Hedgehog  (Hh) играют важную роль в дис-
морфогенезе элементов костной ткани и ЦНС при пренатальном воздействии алкоголя, что 
лежит в основе развития фетального алкогольного синдрома. Вовлеченность Hh в механизмы 
потребления алкоголя в зрелом возрасте до настоящего времени не изучена. Целью работы 
было исследование роли каскада  Hh в потреблении алкоголя, а также развитии тревожно-по-
добного поведения (ТПП) после отмены алкоголя и оценка регионарной специфичности измене-
ния экспрессии компонентов пути Hh в отделах головного мозга. Работа проведена на крысах-
самцах Wistar c использованием модели прерывистого доступа к 20%-ному раствору этилового 
спирта в условиях свободного выбора. Пурморфамин, активатор каскада  Hh, проявляющий 
свойства агониста рецептора Smoothened, вводили системно в дозе 5  мг/кг перед 16–20  сеан-
сами предъявления алкоголя. Пурморфамин не оказывал влияния на уровень предпочтения 
раствора этанола воде, но в группе, имевшей доступ к алкоголю и получавшей пурморфамин, 
отмечено изменение ТПП после отмены алкоголя. Потребление алкоголя оказывало влияние на 
содержание мРНК Sonic hedgehog  (Shh) и Patched только в амигдале. В группе, имевшей доступ 
к этанолу и получавшей пурморфамин, уровень мРНК Shh в амигдале отрицательно коррелиро-
вал с временем нахождения в открытых рукавах приподнятого крестообразного лабиринта при 
тестировании  ТПП. Таким образом, впервые продемонстрировано, что изменение активности 
каскада  Hh введением пурморфамина не влияет на предпочтение алкоголя в условиях свобод-
ного выбора, но Hh, возможно, участвует в формировании тревожности после отмены алкоголя 
за счет специфических изменений функционирования компонентов каскада в амигдале.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пурморфамин, алкоголь, свободный выбор, тревожно-подобное поведение, 
крысы.

DOI: 10.31857/S0320972524110087 EDN: IKNTUB

Принятые сокращения: ТПП – тревожно-подобное поведение; Gli – транскрипционный фактор; Hh – секре-
торный белок Hedgehog; Ptch – трансмембранный белок Patched; Shh – белок Sonic hedgehog; Smo – рецептор 
Smoothened, ассоциированный с G-белками.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Секретируемые лиганды Hedgehog  (Hh) игра-
ют ключевую роль в эмбриогенезе, функциони-
ровании стволовых клеток, а также принимают 

участие в поддержании гомеостаза тканей за счет 
регенерации в ответ на повреждение  [1]. У млеко-
питающих известны три белка семейства: Sonic 
hedgehog  (Shh), Desert hedgehog  (Dhh) и Indian 
hedgehog  (Ihh), при этом наиболее изучены функ-
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ции  Shh. Сигнальный каскад  Hh представляет 
собой многокомпонентную цепь молекулярных 
событий, которая зависит от ряда факторов  [2]. 
Далее, описана упрощенная модель активации 
соответствующего пути. В  неактивном состоянии 
трансмембранный белок Patched  (Ptch) блоки-
рует рецептор, ассоциированный с G-белками  – 
Smoothened  (Smo); i)  при активации каскада ли-
ганд  Hh связывается с  Ptch; ii)  в результате чего  
снимается ингибирующее влияние на Smo; iii)  Smo 
запускает внутриклеточный каскад, который в 
результате активирует транскрипционный фак-
тор  Gli и последующую экспрессию генов-мише-
ней  [2].

В связи с тем, что каскад  Hh играет опреде-
ляющую роль в пролиферации и дифференци-
ровке клеток, нарушения в этом каскаде являют-
ся частью онкогенеза, что определяет интерес к 
этой системе при разработке фармакологических 
средств терапии злокачественных новообразова-
ний  [3]. В  настоящее время разработаны и одоб-
рены к применению препараты, ингибирующие 
каскад Hh, которые используются при лечении не-
которых видов рака. Тем не менее каскад Hh име-
ет важное значение для функционирования  ЦНС. 
Помимо того, что белки Hh являются классиче-
скими морфогенами и опосредуют эмбриональное 
развитие ЦНС, они напрямую или опосредованно 
регулируют нейрогенез, рост аксонов и нейро-
пластичность в зрелом мозге  [4]. Белки Hh также 
участвуют в формировании реакции нервной 
ткани на окислительный стресс и воспаление [5]. 
Нарушение функционирования сигнальных ка-
скадов, опосредованных  Hh, связывают с разви-
тием таких заболеваний нервной системы, как 
аутизм, депрессия, деменция, инсульт, эпилепсия, 
нейродегенеративные и демиелинизирующие за-
болевания  [6]. В  связи с этим поиск и создание 
агентов, способных оказывать влияние на данную 
систему, является перспективным направлением 
в разработке средств фармакологической коррек-
ции заболеваний  ЦНС  [6].

Среди прочих соединений, которые могут 
оказывать влияние на путь  Hh, привлекает вни-
мание дериват пурина пурморфамин. Проявляя 
свойства агониста рецептора  Smo, он запускает 
канонический каскад  Hh, сопровождающийся 
активацией транскрипционного фактора Gli  [7]. 
Пурморфамин демонстрирует эффективность при 
системном введении в ряде экспериментальных 
моделей заболеваний ЦНС. В моделях ишемии моз-
га на мышах пурморфамин ослабляет поврежде-
ние ткани мозга, а также развитие сопутствующе-
го неврологического дефицита  [8] и нарушений 
памяти  [9]. Пурморфамин ослабляет проявления 
нейротоксичности пропионовой кислоты и броми-
стого этидия у крыс, включая нейродегенерацию, 

нарушения двигательной активности и обучения 
в водном лабиринте Морриса, а также развитие 
депрессивно-подобного поведения  [10,  11].

Потребление алкоголя сопровождается ком-
плексом адаптационных процессов на клеточ-
ном и молекулярном уровнях, что может лежать 
в основе перехода от контролируемого процесса 
к злоупотреблению и развитию зависимости, ко-
торая характеризуется абстинентными наруше-
ниями  [12]. Мезокортиколимбические структуры 
головного мозга, прежде всего фронтальная кора, 
амигдала, гиппокамп и стриатум, являются основ-
ными анатомическими субстратами, регулирую-
щими различные аспекты воздействия алкоголя 
и формирования зависимости [13, 14]. Нейроплас-
тические процессы сопровождают чрезмерное 
потребление алкоголя, а также формирование за-
висимости [15, 16], и исследование молекулярных 
механизмов данного процесса остается одним из 
приоритетных направлений нейронауки.

Хорошо известно, что каскад  Hh вовлечен в 
нарушения развития элементов костной ткани 
и ЦНС при пренатальном воздействии алкоголя, 
являясь одним из молекулярных звеньев, лежа-
щих в основе фетального алкогольного синдрома 
[17,  18]. Тем не менее до сих пор роль Hh в регу-
ляции потребления алкоголя и сопутствующих 
нарушений поведения в зрелом возрасте оста-
ется неизвестной, несмотря на актуальность и 
перспективность подобных исследований. Име-
ются косвенные указания на то, что каскад  Hh 
может являться частью механизма, регулирую-
щего потребление алкоголя и сопутствующие 
изменения функционирования ЦНС. В  частности, 
было продемонстрировано, что экспрессия Ptch в 
гиппокампе крыс при ранней абстиненции зави-
сит от паттерна потребления алкоголя в модели 
прерывистого доступа к 20%-ному раствору эти-
лового спирта в режиме свободного выбора  [19].  
В  данной модели крысы демонстрируют способ-
ность повышать уровень потребляемого алкоголя 
в достаточно высоких количествах (до  10  г/кг в 
сутки), что может соответствовать клинической 
картине при чрезмерном употреблении алкого-
ля  [20]. Примечательно, что прерывистый доступ 
позволяет достичь потребления крысами боль-
шего количества алкоголя по сравнению с прото-
колами, использующими непрерывный доступ к 
раствору этанола  [20]. При этом в период отмены 
до 72 ч, но не на более поздних сроках, могут отме-
чаться нарушения памяти, развитие тревожности 
и депрессивно-подобных симптомов, которые со-
провождаются изменениями в ЦНС на молекуляр-
ном уровне  [20]. На  этой же модели потребления 
алкоголя было выявлено значительное повыше-
ние уровня Shh в гиппокампе и стриатуме крыс 
при ранней абстиненции, получавших миметик 
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нейротрофического фактора мозга 7,8-дигидрокси-
флавон и имевших доступ к алкоголю, по срав-
нению с животными, имевшими только доступ 
к  алкоголю  [21].

Как указано выше, Hh  принимает участие в 
реализации различных типов поведения. Приме-
нительно к потреблению алкоголя и сопутствую-
щих отклонений важно, что активация каска-
да  Hh в экспериментальных моделях способна 
ослаблять проявления обсессивно-компульсивного 
расстройства  [22], а также оказывает анксиолити-
ческое действие  [23,  24]. Абстиненция после хро-
нического потребления алкоголя среди прочего 
может проявляться развитием тревожно-подоб-
ных расстройств [25, 26], однако связь каскада Hh 
и этого типа поведения в контексте отмены алко-
голя ранее не исследовалась.

На основании данных литературы и соб-
ственных исследований мы предположили, что 
активация сигнального каскада Hh может моди-
фицировать потребление алкоголя и/или пове-
дение в раннем абстинентном периоде. Таким 
образом, основной целью работы явилось иссле-
дование роли пурморфамина в потреблении алко-
голя в модели прерывистого доступа к 20%-ному 
раствору этилового спирта в режиме свободного 
выбора и развитии тревожно-подобного поведе-
ния (ТПП) после отмены алкоголя у крыс. Посколь-
ку повышение экспрессии элементов сигнального 
пути Hh считается молекулярным маркером акти-
вации каскада во многих типах клеток  [3], в рам-
ках поставленной цели мы оценивали регионар-

ную специфичность изменения уровня мРНК Shh, 
Ptch, Smo и  Gli в ключевых мезокортиколимбиче-
ских отделах головного мозга  крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Работа была проведена с исполь-
зованием крыс-самцов Wistar, полученных из фи-
лиала «Столбовая» ФГБУН «Научный центр био-
медицинских технологий ФМБА» (Московская обл., 
Россия). Перед началом эксперимента средняя мас-
са тела животных составляла 288  ±  4  г (возраст  – 
12  недель). Адаптационный период от момента 
поступления в виварий до введения в экспери-
мент составлял не менее 7 дней. Крыс содержали 
в индивидуальных клетках в условиях вивария  
при искусственном 12-часовом цикле освеще-
ния и постоянной температуре (21–23  °С) со сво-
бодным доступом к воде и гранулированному  
корму.

Дизайн эксперимента. Схема эксперимента 
и количество животных в группах представлены 
на  рис.  1.

Прерывистый доступ к 20%-ному раствору 
этилового спирта. Модель прерывистого доступа 
к 20%-ному раствору этилового спирта в услови-
ях свободного выбора была реализована соглас-
но протоколу, предложенному Simms  et  al.  [27] в 
2008  г. В  опытной группе 20%-ный раствор эти-
лового спирта и воду предъявляли крысам одно-
временно в двух сосудах на период 24  ч. Крысы 

Рис.  1. Схема эксперимента. В  работе использовали модель прерывистого доступа к 20%-ному раствору эти-
лового спирта в условиях свободного выбора, согласно которой раствор спирта предъявляли совместно с во-
дой на период 24  ч с последующей заменой спирта водой на 24  ч. Активатор каскада  Hh, проявляющий 
свойства агониста рецептора  Smo, пурморфамин вводили системно в дозе 5  мг/кг перед 16–20  сеансами 
предъявления алкоголя. Потребление алкоголя регистрировали в течение 20  сеансов предъявления, затем 
алкоголь отменяли. Тревожно-подобное поведение оценивали в открытом поле и приподнятом крестообраз-
ном лабиринте через сутки и двое суток после отмены алкоголя соответственно. На  третий день после от-
мены алкоголя оценивали уровень мРНК элементов сигнального каскада  Shh, Ptch, Smo и  Gli во фронталь-
ной коре, амигдале, гиппокампе и стриатуме
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могли свободно выбирать жидкость для питья и 
самостоятельно определять количество выпитого. 
Экспозицию осуществляли в течение 20  сеансов, 
при этом чередуя положение сосудов в клетке. 
Перерывы между сеансами составляли 24  ч, в 
течение которых крысам предъявляли два сосу-
да с питьевой водой. Контрольная группа имела 
постоянный доступ к двум емкостям с водой. 
Сеанс предъявления раствора этанола начинался 
в темную фазу искусственного освещения. Сосуды 
и животных взвешивали каждый раз перед и по-
сле сеанса предъявления. Уровень предпочтения 
спирта воде рассчитывали по отношению объема 
потребленного раствора спирта за сеанс (сутки) к 
общему объему потребленной жидкости и выра-
жали в процентах.

Введение пурморфамина. Пурморфамин 
(ab120933; «Abcam», США) в виде суспензии, содер-
жащей 10%  диметилсульфоксида, 40%  ПЭГ-400 и 
50% изотонического раствора хлорида натрия, вво-
дили внутрибрюшинно в дозе 5  мг/кг (3  мл/кг) за 
1  ч перед предъявлением раствора этанола (с  16 
по 20 сеанс). Ранее было продемонстрировано, что 
пурморфамин при системном введении в дозе 
5  мг/кг оказывает активность в отношении раз-
личных типов поведения у крыс  [10,  11,  22]. Рас-
творитель в объеме 3  мл/кг вводили животным, 
не получавшим пурморфамин. Накануне перво-
го введения пурморфамина животные, которым 
предъявлялся этанол, были рандомизированы на 
основании предпочтения этанола воде за послед-
ние 5 сеансов. Были сформированы четыре экспе-
риментальные группы: 1)  группа «Контроль», ко-
торая имела постоянный доступ к двум емкостям 
с водой; 2)  группа «Контроль  +  пурморфамин», 
представляющая собой контрольную группу, по-
лучавшую инъекции пурморфамина; 3)  группа 
«Этанол», которой предоставлялся выбор 20%-ного 
раствора алкоголя, согласно описанной выше мо-
дели; и 4)  группа «Этанол  +  пурморфамин», кото-
рой вводили пурморфамин перед предъявлением 
раствора этанола.

Поведение в открытом поле. Двигательную 
активность и тревожно-подобные нарушения 
поведения оценивали в открытом поле. Тестиро-
вание животных проводили в круглой арене бе-
лого цвета «Открытое поле для крыс» (TS0501-R; 
ООО  «НПК Открытая Наука», Россия) диаметром 
97  см и высотой стенок 42  см. Арена была поделе-
на на три равных концентрических зоны (центр, 
середина и периферия). Освещенность арены со-
ставляла 500  люкс. Крыс помещали в централь-
ную зону и позволяли исследовать арену в тече-
ние 5  мин. После каждого тестирования арену 
очищали 20%-ным раствором этилового спирта. 
Поведение животных регистрировали цифровой 
монохромной видеокамерой DMK 23GV024  GigE 

(«The Imaging Source Europe GmbH», Германия) 
и  анализировали с помощью программного обес-
печения Ethovision  XT11 («Noldus», Нидерланды). 
Оценивали пройденную дистанцию, скорость пе-
редвижения, время нахождения и число заходов 
в центр арены.

Поведение в приподнятом крестообразном 
лабиринте. Для оценки тревожно-подобных на- 
рушений поведения использовали тест «При-
поднятый крестообразный лабиринт». Установка 
«Приподнятый крестообразный лабиринт» для 
крыс (TS0502-R3; ООО «НПК Открытая Наука», Рос-
сия) состояла из 4-х рукавов (50  ×  14  см), кресто-
образно расходящихся от центральной площадки 
(14  ×  14  см): двух открытых, имеющих бортик по 
периметру высотой 1  см, и перпендикулярно к 
ним расположенных двух закрытых рукавов, со 
стенками высотой 30  см по периметру и откры-
тым верхом. Лабиринт был поднят на высоту 
50  см от пола и установлен таким образом, что 
его открытые рукава освещались так же, как и 
вся экспериментальная комната, в то время как 
закрытые рукава были затемнены. Освещенность 
установки составляла 500  люкс. Животное поме-
щали на центральную площадку носом к откры-
тому рукаву, и на протяжении 5  мин его пове-
дение регистрировали цифровой монохромной 
видеокамерой DMK 23GV024  GigE. После каждого 
тестирования установку очищали 20%-ным рас-
твором этилового спирта. Поведение животных 
анализировали с помощью программного обес-
печения Ethovision  XT11. Оценивали пройденную 
дистанцию, скорость передвижения, число захо-
дов и время, проведенное в рукавах лабиринта, 
а  также число свешиваний и вытягиваний.

ПЦР. Животных декапитировали, вынимали 
головной мозг, промывали его в ледяном изо-
тоническом растворе хлорида натрия и на льду 
выделяли области головного мозга, соответствую-
щие фронтальной коре, амигдале, гиппокампу и 
стриатуму. До  проведения исследования образцы 
тканей хранились при −80  °С. Суммарную РНК из 
образцов экстрагировали с использованием ре-
агента ExtractRNA (#BC032; «Евроген», Россия). Для 
удаления примесей геномной ДНК образцы РНК  
обрабатывали 2,5  Ед. DNase I (#M0303; «NEB», США). 
Обратную транскрипцию проводили с помощью 
100  Ед. обратной транскриптазы Protoscript  II 
(#M0368; «NEB») в присутствии 0,5  мкг суммарной 
РНК, 1  мкМ Олиго(dT)15, а также 1  мкМ случайных 
декануклеотидов (#SB001 и #SB002 соответственно; 
«Евроген») в качестве праймеров. ПЦР проводили 
с использованием термоциклера CFX96 («Bio-Rad», 
США) в двух параллельных образцах в присут-
ствии 2  пмоль синтетических олигонуклеотидов 
в качестве праймеров с помощью готовой смеси 
для ПЦР qPCRmix-HS SYBR (#PK147S; «Евроген»). 
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Последовательности праймеров, использован-
ных для амплификации Shh  [28], Ptch и  Smo  [29], 
Gli  [30], а также rpS18  [31], были описаны ранее. 
Относительный уровень мРНК оценивали с помо-
щью сравнительного анализа  [32].

Статистический анализ. Статистическую 
обработку и анализ результатов проводили 
при помощи пакета программ STATISTICA  8.0 
(«StatSoft  Inc.», США) и Prism  8.0 («GraphPad 
Software  Inc.», США). Критерий Шапиро–Уилка 
использовали для тестирования соответствия рас-
пределения значений переменных в исследован-
ных выборках нормальному. Данные представ-
лены в виде среднего арифметического  ±  ошибка 
среднего либо в виде медианы и межквартильно-
го интервала. При расчете различий уровня пред-
почтения спирта воде при первом предъявлении 
от каждого последующего использовали модель 
со смешанными эффектами (модель ограничен-
ного максимального правдоподобия) и критерий 
Даннета для множественного сравнения. При рас-
чете значимости различий между зависимыми 
выборками использовали дисперсионный ана-
лиз  (ANOVA) с повторными измерениями и тест 
Тьюки для множественного сравнения средних.  
При сравнении нескольких независимых выбо-
рок использовали двухфакторный ANOVA и тест 
Тьюки для множественного сравнения сред-
них или ранговый дисперсионный анализ Крас-
кела–Уоллиса и последующий post  hoc анализ 
множественных сравнений с помощью теста 
Данна. Корреляционный анализ проводили, рас-
считывая коэффициент корреляции Спирмана. 
Различия считались достоверными при значе- 
ниях  p  <  0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Предпочтение раствора этанола воде. Ис-
пользование модели со смешанными эффектами 
показало, что уровень предпочтения алкоголя воде 
значимо различается между сеансами (F  =  2,453; 
p  =  0,034). При этом, согласно критерию Даннета, 
животные демонстрировали повышение уровня 
предпочтения спирта воде, который после сеан-
сов 7–9 и 12–13 был выше по сравнению с данным 
показателем после первого сеанса  (рис.  2).

Далее, исследовали эффект введения пурмор-
фамина на предпочтение алкоголя воде  (рис.  3). 
Согласно ANOVA с повторными измерениями, се-
анс предъявления этанола оказывал значимый 
эффект на уровень предпочтения алкоголя воде 
(F(5,60)  =  5,269; p  <  0,001). При этом эффект введе-
ния пурморфамина отсутствовал (F(1,12)  =  0,110; 
p  =  0,745). Взаимодействие эффектов сеанса предъ-
явления и введения пурморфамина также не ока-

зывало значимое влияние на предпочтение эта-
нола воде (F(5,60)  =  0,237;  p  =  0,945).

Поведение в открытом поле. Через сутки по-
сле отмены алкоголя оценивали показатели ТПП 
в тесте «Открытое поле»  (рис.  4). Ни время на-
хождения в центре арены  (рис.  4,  а; H(3,29)  =  0,728; 
p  =  0,867), ни число заходов в центр  (рис.  4.  б; 
H(3,29)  =  0,605; p  =  0,895) не различались между экс-
периментальными группами. Пройденная дистан-
ция и скорость передвижения в открытом поле не 
различались между экспериментальными группа-
ми (данные не  представлены).

Рис. 2. Динамика предпочтения этанола воде в моде-
ли прерывистого доступа к 20%-ному раствору этано-
ла в условиях свободного выбора. Данные представ-
лены в виде среднего арифметического  ±  ошибка 
среднего. Достоверность различий от уровня предпо-
чтения спирта воде после первого сеанса предъяв-
ления спирта (модель со смешанными эффектами и 
критерий Даннета для множественного сравнения): 
*  p  <  0,05; **  p  <  0,005

Рис. 3. Влияние пурморфамина на предпочтение рас-
твора этанола воде в модели прерывистого доступа 
в условиях свободного выбора. Р  – рандомизация по 
уровню предпочтения за последние 5  сеансов перед 
началом серии введений пурморфамина. П – внутри-
брюшинное введение пурморфамина в дозе 5  мг/кг 
за один час перед 16–20 сеансами предъявления эта-
нола. Данные представлены в виде среднего арифме-
тического ±  ошибка среднего
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Рис. 4. Влияние пурморфамина на тревожно-подобное поведение в открытом поле после реализации модели 
прерывистого доступа к этанолу в условиях свободного выбора. Пурморфамин вводили внутрибрюшинно 
в дозе 5  мг/кг за один час перед 16–20  сеансами предъявления этанола. Тест «Открытое поле» проводили 
через сутки после отмены алкоголя. а  –  Время нахождения в центральной зоне арены; б  –  число заходов  
в центральную зону арены. Данные представлены в виде медианы и межквартильного интервала

Рис. 5. Влияние пурморфамина на поведение в приподнятом крестообразном лабиринте после реализации 
модели прерывистого доступа к этанолу в условиях свободного выбора. Пурморфамин вводили внутрибрю-
шинно в дозе 5  мг/кг за один час перед 16–20  сеансами предъявления этанола. Тест проводили через двое 
суток после отмены алкоголя. Ранговый критерий Краскела–Уоллиса и последующий post  hoc анализ мно-
жественных сравнений с помощью теста Данна. а  –  Число свешиваний; б  –  число вытягиваний; в  –  время 
нахождения в отрытых рукавах лабиринта; г  –  число заходов в закрытые рукава лабиринта. Данные пред-
ставлены в виде медианы и межквартильного интервала

Поведение в приподнятом крестообразном 
лабиринте. Через двое суток после отмены алко-
голя оценивали поведение в тесте «Приподня-
тый крестообразный лабиринт»  (рис.  5). Согласно 

ранговому критерию Краскела–Уоллиса, экспери-
ментальные группы различались по числу све-
шиваний  (рис.  5,  а; H(3,30)  =  11,800; p  =  0,008), вре-
мени нахождения в открытых рукавах  (рис.  5,  в; 
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Рис. 6. Влияние пурморфамина на относительное со-
держание мРНК  Shh в амигдале после реализации 
модели прерывистого доступа к этанолу в услови-
ях свободного выбора. Пурморфамин вводили внут-
рибрюшинно в дозе 5  мг/кг за один час перед 16–
20  сеансами предъявления этанола. Уровень мРНК 
оценивали с помощью ПЦР через трое суток после 
отмены алкоголя. Данные представлены в виде сред-
него арифметического  ±  ошибка среднего

H(3,30)  =  9,440; p  =  0,024), числу заходов в закрытые  
рукава  (рис.  5,  г; H(3,30)  =  8,121; p  =  0,044), но не 
числу заходов в открытые рукава (данные не 
представлены; H(3,30)  =  1,985; p  =  0,576) и числу 
вытягиваний  (рис.  5,  б; H(3,30)  =  1,604; p  =  0,659). 
Последующий post  hoc анализ множественных 
сравнений с помощью теста Данна показал, что 
число свешиваний в группе «Этанол  +  пурморфа-
мин» было значимо ниже по сравнению с груп-
пой «Контроль»  (рис.  5,  а). Кроме того, в группе 
«Этанол  +  пурморфамин» наблюдалась тенден-
ция  (p  <  0,1) к увеличению времени нахождения 
в открытых рукавах лабиринта по сравнению с 
группами «Контроль  +  пурморфамин» (p  =  0,084) 
и «Этанол» (p  =  0,053; рис.  5,  в), а также сниже-
ния числа заходов в закрытые рукава лабиринта 
по сравнению группами «Контроль» (p  =  0,088) и 

«Контроль  +  пурморфамин» (p  =  0,095; рис.  5,  г). 
Пройденная дистанция и скорость передвижения 
в приподнятом крестообразном лабиринте не раз-
личались между экспериментальными группами 
(данные не  представлены).

Экспрессия Shh, Ptch, Smo и  Gli в структу-
рах мозга. Через трое суток после отмены алко-
голя оценивали относительное содержание мРНК 
компонентов сигнального каскада Shh, Ptch, Smo 
и  Gli во фронтальной коре, амигдале, гиппокам-
пе и стриатуме  (табл.  1). Согласно ANOVA, фактор 
«этанол» оказывал значимый эффект на относи-
тельный уровень Shh в амигдале, при этом эффект 
фактора «пурморфамин» и взаимодействие «эта-
нол»  ×  «пурморфамин» не достигали уровня зна-
чимости  (табл.  1). Кроме того, фактор «этанол», 
но не фактор «пурморфамин» и взаимодействие 
«этанол»  ×  «пурморфамин», также оказывал зна-
чимый эффект на относительный уровень Ptch в 
амигдале  (табл.  1). Последующее множественное 
сравнение средних не выявило значимых разли-
чий между группами. Тем не менее необходимо 
отметить, что в группе «Этанол  +  пурморфамин» 
отмечалась тенденция (p  <  0,1) снижения уровня 
мРНК  Shh в амигдале по сравнению с группами 
«Контроль» (p  =  0,068) и «Контроль  +  пурморфа-
мин» (p  =  0,062) (рис.  6). Вместе с тем в группе 
«Этанол  +  пурморфамин» уровень мРНК  Shh в 
амигдале образовывал значимые обратные кор-
реляционные отношения с временем нахождения 
в открытых рукавах приподнятого крестообраз-
ного лабиринта (r  =  −0,786; p  =  0,036). Тогда как 
корреляция этих показателей в группах «Кон-
троль» (r  =  0,167; p  =  0,693), «Контроль  +  пурмор-
фамин» (r  =  −0,071; p  =  0,879) и «Этанол» (r  =  0,357; 
p  =  0,432) не достигала уровня значимости. Значи-
мых изменений уровня Ptch, Smo и Gli в амигдале, 
а также всех исследованных мРНК во фронталь-
ной коре, гиппокампе и стриатуме обнаружено 
не  было  (табл.  1).

Таблица 1. Относительное содержание мРНК компонентов сигнального каскада  Shh в отделах головного 
мозга после реализации модели прерывистого доступа к этанолу в условиях свободного выбора

Отдел мозга мРНК Контроль, 
n  =  8

Контроль  + 
пурмор
фамин, 

n  =  7

Этанол, 
n  =  7

Этанол + 
пурмор
фамин, 

n  =  8

ANOVA: F; p

Этанол Пурмор
фамин

Этанол  ×  
пурмор
фамин

Фронтальная 
кора

Shh 1,03 ± 0,11 1,17 ± 0,09 1,21 ± 0,14 1,03 ± 0,16 0,02; 0,89 0,02; 0,89 1,46; 0,24

Ptch 1,03 ± 0,10 1,13 ± 0,08 1,08 ± 0,10 1,00 ± 0,16 0,11; 0,74 0,01; 0,91 0,69; 0,42

Smo 1,05 ± 0,13 1,10 ± 0,08 1,00 ± 0,12 1,03 ± 0,10 0,34; 0,57 0,17; 0,68 0,01; 0,92

Gli 1,09 ± 0,18 1,20 ± 0,22 1,54 ± 0,36 1,06 ± 0,26 0,32; 0,58 0,48; 0,49 1,24; 0,28
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Таблица 1 (окончание)

Отдел мозга мРНК Контроль, 
n  =  8

Контроль  + 
пурмор
фамин, 

n  =  7

Этанол, 
n  =  7

Этанол + 
пурмор
фамин, 

n  =  8

ANOVA: F; p

Этанол Пурмор
фамин

Этанол  ×  
пурмор
фамин

Амигдала

Shh 1,01 ± 0,04 1,02 ± 0,10 0,89 ± 0,07 0,76 ± 0,04 7,58; 0,01 0,76; 0,39 1,10; 0,30

Ptch 1,02 ± 0,07 1,05 ± 0,06 0,93 ± 0,07 0,81 ± 0,11 4,28; 0,05 0,30; 0,59 0,90; 0,35

Smo 1,02 ± 0,07 1,10 ± 0,07 0,96 ± 0,06 0,94 ± 0,12 1,55; 0,22 0,10; 0,75 0,33; 0,57

Gli 1,22 ± 0,29 1,21 ± 0,14 1,04 ± 0,11 1,05 ± 0,27 0,60; 0,45 0,00; 0,99 0,00; 0,98

Гиппокамп

Shh 1,02 ± 0,08 0,86 ± 0,13 0,98 ± 0,07 0,85 ± 0,06 0,09; 0,77 2,82; 0,11 0,05; 0,83

Ptch 1,03 ± 0,09 0,91 ± 0,13 0,97 ± 0,10 0,73 ± 0,08 1,29; 0,27 3,21; 0,08 0,34; 0,56

Smo 1,03 ± 0,09 0,99 ± 0,17 1,10 ± 0,13 0,82 ± 0,09 0,18; 0,68 1,82; 0,19 1,07; 0,31

Gli 1,05 ± 0,11 0,84 ± 0,23 0,92 ± 0,07 0,75 ± 0,07 0,69; 0,41 2,02; 0,17 0,02; 0,88

Стриатум

Shh 1,09 ± 0,16 1,43 ± 0,17 1,09 ± 0,17 1,28 ± 0,14 0,20; 0,66 2,76; 0,11 0,22; 0,64

Ptch 1,05 ± 0,10 1,07 ± 0,09 1,12 ± 0,18 1,09 ± 0,07 0,17; 0,68 0,00; 0,98 0,04; 0,85

Smo 1,04 ± 0,10 0,95 ± 0,10 1,17 ± 0,19 1,03 ± 0,11 0,70; 0,41 0,78; 0,39 0,05; 0,83

Gli 1,17 ± 0,25 1,08 ± 0,11 1,13 ± 0,27 1,03 ± 0,12 0,05; 0,83 0,21; 0,65 0,00; 0,99

Примечание: Полужирный шрифт  – статистически значимые различия (двухфакторный ANOVA).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Каскад Hh и потребление алкоголя. Вовле-
ченность Hh в механизмы потребления алкоголя 
и развития нарушений, сопутствующих хрониче-
ской интоксикации в зрелом возрасте, не изуче-
на. В  настоящей работе впервые была проведена 
оценка влияния пурморфамина на потребление 
алкоголя половозрелыми крысами в условиях сво-
бодного выбора. Согласно полученным результа-
там, пурморфамин не оказывал значимого эффек-
та на предпочтение этанола воде. Тем не менее 
в этом контексте необходимо упомянуть данные 
литературы относительно эффективности пур-
морфамина в модели обсцессивно-компульсив-
ного расстройства, которое может быть связано с 
формированием патологических форм потребле-
ния алкоголя. В  частности, было продемонстри-
ровано, что поведение, подобное обсцессивно-
компульсивному, вызванное введением агониста  
серотониновых рецепторов 1А-подтипа в ядра 
шва, ослаблялось при системном введении пур-
морфамина  [22]. Помимо прочего, в этой модели 
наблюдали снижение уровня Shh в цереброспи-
нальной жидкости, плазме крови и ткани мозга, 

при этом пурморфамин, сам по себе не влияя на 
содержание Shh, нормализовал его  уровень  [22].

Каскад Hh и тревожно-подобное поведе-
ние. Тревожность  – это типичное аффективное 
расстройство на фоне синдрома отмены алкого-
ля  [25,  26]. В  экспериментальных моделях потреб-
ление алкоголя в условиях свободного выбора, 
в том числе и на модели прерывистого доступа, 
сопровождается изменением  ТПП. Показано, что 
после отмены прерывистого доступа к 20%-ному 
раствору этанола наблюдается выраженное ТПП 
как в открытом поле, так и в приподнятом кре-
стообразном лабиринте у мышей [33] и крыс [34]. 
Однако некоторые группы исследователей не 
обнаружили влияния потребления алкоголя в 
условиях свободного выбора на  ТПП. Так, предо-
ставление доступа в условиях свободного выбора  
к 10%-ному раствору алкоголя на 4  ч в темную 
фазу суток в течение 12  дней не оказывает влия-
ния на число заходов в центр открытого поля 
спустя 8  дней после отмены  [35]. Не  было зареги-
стрировано изменений поведения в приподнятом 
крестообразном лабиринте ни спустя сутки  [36], ни 
спустя 1 неделю [37] после отмены процедуры пре-
рывистого доступа к 20%-ному раствору этанола.  



ПЕРЕГУД и др.1864

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

Аналогично, непрерывный доступ к алкоголю в 
условиях свободного выбора не оказывал влия-
ния на поведение в приподнятом крестообразном 
лабиринте  [38]. Можно заключить, что к настоя-
щему моменту есть достаточно противоречивые 
указания на то, что добровольное потребление 
алкоголя грызунами может модифицировать пове-
дение в тестах, позволяющих оценивать уровень 
тревожности. В  настоящей работе мы также не 
обнаружили изменений поведения после отмены 
алкоголя ни в открытом поле, ни в приподнятом 
крестообразном лабиринте.

Известно, что каскад Hh может составлять мо-
лекулярный механизм реализации  ТПП. Прямое 
участие семейства белков  Hh в регуляции пове-
дения было продемонстрировано на мышах после 
генетического нокаута Dhh  [39]. Подробно харак-
теризуя разные формы поведения, включая дви-
гательную активность, обучение и формирование 
памяти, а также тревожно- и депрессивно-подоб-
ные формы поведения, у самцов этой линии авто-
ры обнаружили усиление депрессивно-подобного 
поведения в тесте вынужденного плавания и ТПП 
в питьевом конфликтном тесте Фогеля по срав-
нению с животными дикого типа  [39]. В  модели 
фетального алкогольного синдрома с использова-
нием Danio  rerio показано, что при экспозиции 
этанола в раннем эмбриогенезе повышенный уро-
вень экспрессии Shh противодействует дисморфо-
генезу ЦНС и развитию ТПП на поздних сроках 
развития  [40]. Условный нокаут  Smo в нейраль-
ных стволовых клетках нарушает нейрогенез в 
зрелом гиппокампе, что сопровождается усиле-
нием тревожно- и депрессивно-подобного поведе-
ния, не влияя на двигательные способности или 
обучение  [23].

В настоящей работе мы впервые продемон-
стрировали, что изменение поведения в припод-
нятом крестообразном лабиринте возможно, как 
следствие взаимодействия потребления алкоголя 
в условиях свободного выбора и системного вве-
дения пурморфамина, активирующего каскад Shh. 
Таким образом, полученные результаты в целом 
соответствуют концепции о том, что стимуляция 
каскада  Hh проявляет «анксиолитические» свой-
ства при условии доступа к алкоголю, о чем сви-
детельствует наличие статистической тенденции 
к увеличению времени, проводимого в открытых 
рукавах, и уменьшению заходов в закрытые ру-
кава.

Биохимические маркеры активации каска-
да Hh в мозге и тревожно-подобное поведе-
ние при отмене алкоголя. В  настоящей работе, 
согласно дисперсионному ANOVA, потребление 
алкоголя оказывало влияние только на содержа-
ние мРНК  Shh и  Ptch специфически в амигдале, 
т.е.  было специфичным в отношении этой струк-

туры мозга, отвечающей за формирование эмо-
ций, связанных с тревогой. Поскольку стимуляция 
транскрипции генов, составляющих каскад  Hh 
(прежде всего  Ptch и  Gli), считается маркером ак-
тивации каскада  Hh во многих типах клеток  [3], 
включая глию  [41] и нейроны  [42,  43], мы ожи-
дали увидеть их увеличение в отделах головно-
го мозга животных, получавших пурморфамин. 
Вопреки ожиданиям, мы не зарегистрировали 
увеличения, напротив, очевидна статистическая 
тенденция к снижению мРНК Shh в группе живот-
ных, имевших доступ к алкоголю и получавших 
пурморфамин.

В экспериментальных моделях экспрессия 
компонентов сигнального каскада  Hh в отделах 
мозга может отражать нейропротективные свой-
ства некоторых соединений или их активность в 
отношении поведения, включая  ТПП. При этом 
прямая фармакологическая активность данных 
веществ не обязательно связана с каскадом  Hh.

Так, в модели хронического непредсказуемого 
стресса у крыс флаванон наригенин препятство-
вал развитию депрессивно-подобного поведения 
в тесте вынужденного плавания и когнитивных 
нарушений в водном лабиринте Морриcа, что 
сопровождалось нормализацией сниженного при 
стрессе содержания мРНК  Shh и  Gli в гиппокам-
пе  [44]. Также в модели хронического непредска-
зуемого стресса у крыс усиление тревожности со-
провождалось снижением содержания мРНК  Shh 
и  Gli в гиппокампе, тогда как никотин способен 
нивелировать как нарушения поведения, так и 
изменения экспрессии  [45].

Интоксикация крыс пропионовой кислотой 
или бромистым этидием сопровождается сниже-
нием  Shh в головном мозге, при этом системное 
введение пурморфамина оказывает нейропротек-
тивный эффект в этих моделях, что сопровожда-
ется нормализацией уровня Shh  [10,  11]. Хрони-
ческое системное введение агониста  Smo SAG 
(Smoothened agonist), который является производ-
ным бензотиофена, ослабляло развившееся в ре-
зультате содержания мышей на диете с высокой 
долей жиров в рационе  ТПП в открытом поле и 
приподнятом крестообразном лабиринте  [24]. При 
этом сам SAG, не влияя на Shh в неокортексе, нор-
мализовал его сниженное содержание при этой 
диете  [24]. Кроме того, системное введение пур-
морфамина мышам после окклюзии средней моз-
говой артерии снижает объем инфаркта и ослаб-
ляет развитие неврологического дефицита, что 
сопровождается снижением апоптотической гибе-
ли нейронов [8]. Интересно, что окклюзия средней 
мозговой артерии сопровождается повышением 
экспрессии мРНК компонентов каскада  Shh, Ptch, 
Smo и  Gli в неокортексе, однако пурморфамин, 
проявляя физиологическую активность, тем не 
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менее не оказывал влияния на их экспрессию [8]. 
Таким образом, активность пурморфамина не 
обязательно отражается в изменении экспрессии 
элементов сигнального каскада  Hh.

Согласно полученным результатам, поведение 
в крестообразном лабиринте так же, как и содер-
жание  Shh в амигдале, демонстрировали тенден-
цию к разнонаправленному изменению в группе 
«Этанол  +  пурморфамин». Эта закономерность 
подтверждается наличием обратной корреляции 
времени, проведенного в открытых рукавах лаби-
ринта, и относительным содержанием мРНК Shh в 
амигдале только в этой группе животных. Амигда-
лоидный комплекс играет ключевую роль в фор-
мировании реакции на стрессовое воздействие и 
реализации тревожности [46–48]. Активность этой 
области мозга динамически изменяется в период 
отмены после хронической прерывистой инток-
сикации парами алкоголя и может быть связана 
с проявлениями отмены  [49,  50]. Данных относи-
тельно функций  Hh в амигдале достаточно мало, 
за исключением нескольких работ, в которых 
показана вовлеченность Hh в механизмы памя-
ти. Так, выработка условной реакции страха при 
сочетании звукового сигнала и удара электриче-
ским током сопровождается увеличением числа 
пролиферирующих клеток и уровня Shh, Ptch и Gli 
в амигдале у мышей  [51]. При этом подавление 
Shh в митотических нейронах базолатеральной 
амигдалы посредством инъекции ретровируса с 
интерферирующими РНК ослабляет выработку 
условной реакции страха и нейрогенез [51]. Кроме 
того, Shh за счет регуляции нейрогенеза в амигда-
ле регулирует затухание условной реакции стра-
ха со временем, поскольку оверэкспрессия  Shh в 
амигдале стимулирует нейрогенез и ослабление 
реакции страха, тогда как интерферирующие  РНК 
оказывают противоположный  эффект  [52].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе впервые исследована 
активность пурморфамина в отношении потреб-
ления раствора этилового спирта крысами в 
условиях свободного выбора, а также поведения 
в открытом поле и приподнятом крестообраз-
ном лабиринте после отмены алкоголя. При том 
что пурморфамин не модифицировал предпочте- 

ния алкоголя воде, отмечалось изменение пове-
дения в приподнятом крестообразном лабиринте 
после отмены алкоголя. Согласно полученным 
результатам, поведение в крестообразном лаби-
ринте, так же как и содержание мРНК Shh, специ-
фически в амигдале демонстрировали тенденцию 
к разнонаправленному изменению и образовы-
вали обратную корреляцию только при условии 
сочетания доступа к алкоголю и введения пур-
морфамина. Полученные данные могут свиде-
тельствовать об  участии сигнального пути  Shh 
в развитии амигдалярных механизмов эмоцио-
нальных нарушений, связанных с абстиненцией, 
однако для выяснения конкретных деталей этого 
участия должны быть проведены дальнейшие ис- 
следования.
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The Hedgehog (Hh) pathway underlies fetal alcohol syndrome during prenatal alcohol exposure.  
The involvement of Hh in the mechanisms of alcohol consumption in adulthood remains obscure. 
We aimed to investigate a role of Hh cascade in voluntary ethanol drinking, anxiety-like behavior 
during early abstinence and changes in expressions of Hh cascade components in brain regions.  
Intermittent access to 20% ethanol in a two-bottle choice procedure has been used to model vol-
untary alcohol drinking in Wistar male rats. Purmorphamine, an activator of the Hh cascade that 
exhibits Smoothened (Smo) receptor agonist properties, was administered systemically at a dose 
of 5  mg/kg before drinking sessions from 16 to 20. Purmorphamine had no effect on the level of 
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ethanol preference, but the group with access to alcohol and receiving purmorphamine showed a 
change in anxiety-like behavior during early withdrawal period. Alcohol consumption affected Son-
ic hedgehog (Shh) and Patched (Ptch) mRNA content only in the amygdala. In the group that had 
access to ethanol and received purmorphamine, Shh mRNA levels in the amygdala were negatively 
correlated with time spent in the open arms of the elevated plus maze in the test of anxiety-like 
behavior. Thus, it was demonstrated for the first time that alterations of the Hh cascade by purmor-
phamine administration does not affect voluntary alcohol drinking, but Hh is possibly involved in the 
formation of anxiety during early withdrawal through specific changes in Hh cascade components  
in the amygdala.

Keywords: purmorphamine, alcohol, voluntary drinking, anxiety-like behavior, rats
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Предыдущие исследования показали, что совокупное воздействие гипоксии плода и материн-
ских стрессорных гормонов предопределяет склонность к никотиновой зависимости во взрос-
лом возрасте. Настоящее исследование на крысах было направлено на изучение влияния пре-
натальной гипоксии (ПГ) на метаболизм ацетилхолина в развивающемся мозге, а также на 
экспрессию генов рецепторов ацетилхолина chrna4 и chrna7 как в развивающемся мозге, так и 
в структурах головного мозга взрослых после потребления никотина. В развивающемся мозге 
ПГ крыс не обнаружено изменений активности холин-ацетилтрансферазы (ХАТ) и ацетилхолин-
эстеразы (АХЭ), а также нарушений концентрации ацетилхолина. Однако снижение экспрес-
сии chrna4 было обнаружено на 15-й день беременности, тогда как повышение экспрессии 
chrna7 наблюдалось на 15-й и 16-й дни эмбриогенеза. Во взрослом возрасте последствия ПГ 
проявлялись в снижении экспрессии chrna4 в медиальной префронтальной коре (PFC), при-
лежащем ядре (NAcc) и гипоталамусе (HT), снижении экспрессии chrna7 в PFC и гиппокампе 
(HPC). При этом потребление никотина у взрослых ПГ крыс не снижало уровни экспрессии 
chrna4 и chrna7 по сравнению с контрольной группой. Таким образом, ПГ предрасполагает к 
нарушению экспрессии генов chrna4 и chrna7 у взрослых крыс, не влияя на метаболизм аце-
тилхолина в период эмбрионального развития.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: крысы, развитие мозга, пренатальная гипоксия, метаболизм ацетилхолина, 
chrna4, chrna7.

DOI: 10.31857/S0320972524110091 EDN: IKNPIS

Принятые сокращения: АХЭ  – ацетилхолинэстераза; ПГ  – пренатальная гипоксия; ХАТ  – холин-ацетил-
трансфераза; AMG  – амигдала; chrna4  – альфа-4-субъединица никотинового ацетилхолинового рецептора; 
chrna7  – альфа-7-субъединица никотинового ацетилхолинового рецептора; HPC – гиппокамп; HT – гипотала-
мус; NAcc – прилежащее ядро стриатума; PFC – медиальная префронтальная кора; PVN – паравентрикулярное 
ядро таламуса; VTA  – вентральная тегментальная область.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Никотиновая зависимость представляет со-
бой серьёзную общественную угрозу: ежегодно 
от неё умирает до 8  миллионов человек  [1]. В 
современном понимании, наряду с генетической 
предрасположенностью к никотиновой зависи-
мости  [2,  3], большое значение имеют также эпи-
генетические изменения под влиянием факто-
ров окружающей среды, особенно возникающих 
в период эмбрионального развития мозга  [4,  5]. 

Таким образом, воздействие стрессоров окружаю-
щей среды во время пренатального периода, опо-
средованное эндокринной системой матери или 
изменением доступности кислорода у плода, уве-
личивает риск развития расстройств, связанных 
с употреблением психоактивных веществ  [6,  7], 
особенно никотиновой зависимости, у потом-
ков  [8,  9].

Гипоксия плода, часто сопровождающаяся 
реакцией глюкокортикоидной системы матери на 
нарушение доставки кислорода, является одним 
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из наиболее значимых факторов, предопределяю-
щих нарушения развития мезолимбической си-
стемы головного мозга. Это состояние приводит к 
повышенному потреблению никотина у взросло-
го потомства  [9]. В частности, наши предыдущие 
исследования на крысах показали, что повышен-
ный риск никотиновой зависимости у взрослых 
может быть связан с эпизодами тяжёлой гипок-
сии на 14–16-й дни эмбриогенеза  [10,  11], что со-
ответствует 5–7-й неделям беременности у чело-
века в плане формирования структур мозга  [12]. 
В этот период дофаминергические нейроны вен-
тральной тегментальной области (VTA) заверша-
ют аксональное наведение к прилежащему ядру 
стриатума (NAcc)  [13], а гиппокамп (HPC) и дру-
гие корковые структуры, иннервирующие NAcc, 
только начинают формироваться  [14]. В  нашем 
предыдущем исследовании мы дополнительно 
сравнили эффекты внутриутробной ишемии 
плода и пренатальной гипобарической гипок-
сии, моделируемой в барокамере, в сочетании со 
стрессорной реакцией матери [11, 15]. Мы обнару-
жили, что ключевую роль в предрасположенно-
сти к никотиновой зависимости играет не только 
сама гипоксия, но и избыточное снабжение раз-
вивающегося мозга глюкокортикоидами  [11]. Это 
приводило к аберрантному профилю экспрессии 
глюкокортикоидных рецепторов во внегипотала-
мических структурах головного мозга, вызывая 
нарушение циркадной динамики глюкокортикои-
дов, глюкокортикоид-зависимой экспрессии и, как 
следствие, нарушение глюкокортикоид-зависи-
мых процессов на протяжении всей дальнейшей 
жизни  [16–18]. Гипоксия и связанные со стрессом 
процессы могут влиять на созревание холинер-
гической медиаторной системы мозга как через 
изменения экспрессии отдельных элементов  [19], 
так и через недостаточность аэробного окисли-
тельного метаболизма для эффективного синтеза 
ацетилхолина  [20–22].

Первичные механизмы, лежащие в основе 
влияния пренатальной гипоксии (ПГ) и материн-
ских глюкокортикоидных стрессорных гормонов 
на развитие мозга плода, которое имеет решаю-
щее значение для формирования никотиновой 
зависимости, до сих пор остаются неясными. 
Поэтому в данной работе мы изучили динамику 
активности ключевых ферментов, участвующих 
в синтезе и деградации ацетилхолина, а именно 
холин-ацетилтрансферазы (ХАТ) и ацетилхолин-
эстеразы (АХЭ), а также колебания концентрации 
ацетилхолина на третьей неделе эмбрионального 
развития (е15, е16, е17, е20) и на 1-е сутки после 
рождения (р1) в мозге контрольных крыс и крыс, 
подвергшихся ПГ. Учитывая возможность нару-
шений экспрессии рецепторов ацетилхолина, 
мы также исследовали динамику транскрипции 

субъединиц никотинового ацетилхолинового ре-
цептора альфа-4 (chrna4) и альфа-7 (chrna7) как 
в развивающемся, так и во взрослом мозге под 
влиянием ПГ. Хроническая никотиновая зависи-
мость возникает из-за снижения транскрипции 
рецепторов ацетилхолина в результате потреб-
ления никотина. Ранее нами было показано, 
что взрослые ПГ крысы проявляют повышенную 
склонность к потреблению никотина в условиях 
свободного выбора  [10], а хроническое потребле-
ние никотина через осмотические мини-насосы 
вызывает у этих крыс более выраженные пове-
денческие признаки никотиновой зависимости по 
сравнению с контрольными животными  [10,  11]. 
В этом исследовании мы также использовали ос-
мотические мини-насосы для обеспечения непре-
рывной подачи никотина в течение двух недель и 
сравнивали влияние никотина на транскрипцию 
chrna4 и chrna7 в структурах мозга взрослых крыс 
в контрольной группе и группе ПГ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Исследование проведено на жи-
вотных из ЦКП «Биоколлекция лабораторных 
млекопитающих разной таксономической при-
надлежности» Института физиологии им.  Пав-
лова РАН. В работе были использованы взрослые 
беременные самки крыс линии Вистар в возрасте  
12–13  недель и массой 220–250  г вместе с их эм-
бриональным (е15, е16, е17, е20) и новорожденным 
(р1) потомством без определения пола и взрослым  
потомством – самцами в возрасте 3 месяца и мас-
сой 320–350  г. Все экспериментальные процедуры 
выполнены в соответствии с «Методическими 
указаниями по проведению исследований на жи-
вотных» [23] и одобрены этическим комитетом по 
использованию животных Института физиологии 
им. Павлова РАН (протокол № 08/02 от 02.08.2022).

Пренатальная гипоксия. Модель ПГ, описан
ная в наших предыдущих исследованиях, ис-
пользовалась как модель гипоксии плода  [10, 11, 
16–18]. Для моделирования ПГ мы использовали 
барокамеру проточного типа с температурой от 
20  °C до 25  °C, в которой атмосферное давление 
постепенно снижали до 180  мм.рт.ст., достигая 
5%-ного содержания кислорода (что эквивалентно 
11  000  м над уровнем моря) в течение 20  мин. Че-
рез 3  ч воздействия содержание кислорода норма-
лизовалось в течение 20  мин. Беременных самок 
помещали в такие условия 3 дня подряд (14-й, 15-й 
и 16-й дни беременности) с интервалом между 
сеансами 24  ч. Летальность в барокамере соста-
вила около 15%. Интактных самок контрольной 
группы также помещали в барокамеру на 3  ч на 
14-й, 15-й и 16-й дни беременности, не подвергая 
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гипоксическому воздействию. Срок беременности 
составил 22–23  дня.

Колориметрические методы. Для колори-
метрического анализа головной мозг эмбрионов 
(е15, е16, е17, е20) и новорожденных (р1) кон-
трольных и ПГ крыс извлекали и замораживали 
в жидком азоте. Каждая группа крыс состояла из 
случайно выбранных эмбрионов или детёнышей 
от разных самок, чтобы минимизировать систе-
матическую ошибку в помёте.

Измерение активности холин-ацетилтранс-
феразы. Активность ХАТ анализировали с исполь-
зованием набора для колориметрического анализа 
(E-BC-K125-M; «Elabscience», США). Для выделения 
цитозольных белков образцы мозга промывали 
и гомогенизировали в PBS (0,01  М, pH  7,4) при 
+4  °C и центрифугировали при 10  000  g в течение 
10 мин. Процедуры анализа проводили в соответ-
ствии с протоколом производителя, а поглощение 
измеряли при длине волны 324  нм с использова-
нием планшетного ридера (CLARIOstar PLUS, «BMG 
Labtech», Германия). Количество кофермента  А, об
разовавшегося в ходе реакции, определяли с ис-
пользованием стандартной кривой. Активность 
ХАТ рассчитывали в нмоль кофермента  А, генери-
руемого в минуту в пересчёте на мг общего белка. 
Как здесь, так и в других биохимических тестах, 
приведённых ниже, концентрацию общего белка 
в образцах измеряли с использованием набора 
Pierce Rapid Gold BCA («Thermo Fisher Scientific», 
США) в соответствии с протоколом производителя.

Измерение активности ацетилхолинэсте-
разы. Активность АХЭ анализировали с использо-
ванием набора для колориметрического анализа 
(E-BC-K052-S; «Elabscience»). Образцы мозга про-
мывали и гомогенизировали в 0,9%-ном растворе 
NaCl при +4  °С. Процедуры анализа проводили в 
соответствии с протоколом производителя, а по-
глощение измеряли при длине волны 520  нм с ис-
пользованием планшетного ридера (CLARIOstar 
PLUS, «BMG Labtech»). Количество ацетилхолина, 
оставшегося после реакции, определяли с исполь-
зованием стандартной кривой. Активность АХЭ 
рассчитывали в нмоль гидролизованного ацетил-
холина в минуту в пересчёте на мг общего белка.

Измерение концентрации ацетилхолина. 
Концентрацию ацетилхолина анализировали 
с использованием колориметрического набора 
ELISA (E-EL-0081; «Elabscience»). Образцы мозга 
промывали и гомогенизировали в PBS (0,01  М, 
pH  7,4) при +4  °C и центрифугировали при 5  000  g 
в течение 10  мин для выделения супернатанта, 
содержащего ацетилхолин. Процедуры анализа 
проводили в соответствии с протоколом произ-
водителя, а поглощение измеряли при 450  нм с 
использованием планшетного ридера (CLARIOstar 
PLUS, «BMG Labtech»). Концентрацию ацетилхо-

лина определяли с использованием стандартной 
кривой, рассчитывали и выражали в пг на мг 
общего белка.

Хроническое потребление никотина взрос-
лыми крысами. Детёнышей крыс отсаживали от 
матерей в возрасте 30  дней, когда самки тратили 
на кормление не более 2  ч [24]. После отъёма крыс 
помещали в клетки размерами 60  ×  30  ×  20  см по 
5–6  животных в каждой. Каждая группа состояла 
из случайно выбранных животных, рождённых 
от разных самок, чтобы минимизировать систе-
матическую ошибку в помёте. Крысы находились 
в свободном доступе к воде и пище и содержались 
в режиме темноты и света 12  :  12  ч при комнат-
ной температуре и постоянной влажности около 
60%. Для проведения эксперимента использовали 
взрослых самцов с активным сперматогенезом 
из контрольной и ПГ групп в возрасте 3  месяца. 
В  первый день крысам под изофлурановой ане-
стезией подкожно имплантировали осмотические 
мини-насосы (2002W, «RWD Systems», Китай) со 
скоростью потока 0,5  мкл/ч, содержащие раствор 
тартрата никотина. Концентрацию никотина в 
насосах корректировали с учётом различий в 
массе тела крыс, что приводило к непрерывному 
подкожному вливанию тартрата никотина со ско-
ростью 9  мг/кг в день. У контрольных и ПГ крыс, 
не принимавших никотин, мини-насосы запол-
няли физиологическим раствором. После двух 
недель потребления никотина или физиологиче-
ского раствора крыс декапитировали гильотиной 
и собирали образцы структур головного мозга для 
ПЦР-анализа.

Количественная ПЦР РВ. Тотальную РНК из 
головного мозга эмбрионов (е15, е16, е17, е20) и но-
ворожденных (р1) контрольных и ПГ крыс, а также 
из образцов гиппокампа (HPC), медиальной пре-
фронтальной коры (PFC), амигдалы (AMG), при-
лежащего ядра (NAcc), паравентрикулярного ядра 
таламуса (PVN), гипоталамуса (HT) и вентраль-
ной тегментальной области (VTA) взрослых крыс 
(через две недели после потребления никотина 
или физиологического раствора) выделяли с по-
мощью набора ExtractRNA Kit (BC032, «Евроген», 
Россия) и очищали с помощью DNAseI (SB-G3342, 
«Servicebio», Китай), согласно инструкциям произ
водителя. Качество и концентрацию тотальной 
РНК определяли путём измерения оптической  
плотности при 260 и 280  нм с использованием 
планшетного ридера (CLARIOstar PLUS, «BMG 
Labtech»). кДНК синтезировали из 2  мкг тоталь-
ной РНК с использованием набора для обратной 
транскрипции MMLV (SK021, «Евроген», Россия). 
Количественную ПЦР РВ проводили с использова-
нием набора qPCRmix-HS SYBR+LowROX («Евроген») 
на термоциклере Gentier 96E («Tianlong», Китай).  
Уровни экспрессии генов альфа-4-субъединицы 
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рецептора ацетилхолина (chrna4) и альфа-7-субъ-
единицы рецептора ацетилхолина (chrna7) оцени-
вали с использованием метода ΔΔCt с нормализа-
цией по содержанию мРНК β-тубулина в качестве 
референсного гена. Использовали следующие по-
следовательности праймеров: 

•  chrna4, прямая: GGTGAAGGAGGACTGGAA, 
обратная: AAGGCAGACAATGATGAACA 
(температура отжига +58  °С, продукт 78  п.н.); 

•  chrna7, прямая: CTCTTGGAATAACTGTCTT, 
обратная: CGAAGTATTGTGCTATCA 
(температура отжига +58  °C, продукт 105 п.н.); 

•  β-тубулин, прямая: TAGAGGAGATGCTACTTA, 
обратная: AATGGTGATAATACTGTTAA 
(температура отжига +58  °C, продукт 147 п.н.).
Вестерн-блоттинг. Для подтверждения влия-

ния изменений экспрессии мРНК chrna7 на уро-
вень белка CHRNA7 в структурах головного мозга 
взрослых контрольных и ПГ крыс мы использо-
вали вестерн-блоттинг. Для получения суммар-
ных белковых экстрактов для вестерн-блоттинга 
образцы HPC, PFC, AMG, NAcc, PVN, HT и VTA го-
могенизировали в 50  мМ Tris-HCl (рН  8,0), содер-
жащем 150  мМ  NaCl, 1%-ный  Triton  X-100 и кок-
тейль ингибиторов протеаз и фосфатаз (SB-G2006, 
SB-G2007, «Servicebio»). Гомогенаты инкубировали 
на шейкере в течение 30  мин при +4  °С, центри-
фугировали 10  мин при 14  000  g и собирали су-
пернатанты. Образцы, содержащие равные коли-
чества общего белка, кипятили в течение 10  мин 
при +70  °C с 3-кратным буфером Лэммли.

Белки разделяли электрофорезом в поли-
акриламидном геле с додецилсульфатом натрия 
(SDS-PAGE) и затем переносили на мембраны 
из ПВДФ («Thermo Fisher Scientific», США). После 
блокирования в течение 1  ч в PBS, содержащем 
5%  обезжиренного  молока, мембраны инкубиро
вали в PBS с кроличьими первичными антите
лами против CHRNA7 (1  :  2000, DF13247, «Affinity 
Biosciences», США) и β-тубулина (1  :  5000, ab179513, 
«Abcam», Великобритания) в течение 2  ч при ком-
натной температуре. Затем мембраны трижды 
промывали PBST (PBS с 0,1%-ным Tween-20) и ин-
кубировали в PBS с HRP-конъюгированными ан-
тикроличьими вторичными антителами (1 : 5000, 
E-AB-1003, «Elabscience») в течение 1  ч при ком-
натной температуре. Затем мембраны дважды 
промывали PBST. Визуализацию осуществляли 
с помощью набора Clarity ECL («Bio-Rad», США) 
и документирующей системы ChemiScope  6000 
(«Clinx Science Instruments», Китай). Содержание 
белка CHRNA7 определяли, нормируя данные на 
содержание β-тубулина, с использованием про-
граммного обеспечения ImageJ («NIH», США). Пол-
ные изображения результатов вестерн-блоттинга 
представлены на онлайн-ресурсе  1 (рис.  П1 При-
ложения).

Статистический анализ. Статистический 
анализ проводили с использованием Prism  10 
(«GraphPad, Inc.»). Распределение данных оценива-
ли на нормальность с использованием критерия 
Шапиро–Уилка (p > 0,05) и QQ-графика. В качестве 
параметрического теста использовали одно- или 
двусторонний дисперсионный анализ. Апостери-
орные сравнения проводились с использованием 
теста Тьюки. Статистическая значимость была 
установлена на уровне p  <  0,05. Результаты выра-
жали как среднее ± стандартная ошибка среднего. 
Для ПЦР РВ и вестерн-блоттинга среднее значение 
и стандартная ошибка среднего были пересчита-
ны как % от контроля соответствующего возраста, 
принятого за 100%.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Влияние пренатальной гипоксии на метабо-
лизм ацетилхолина в мозге крыс во время пре-
натального и раннего постнатального развития. 
Чтобы изучить влияние ПГ на метаболизм ацетил-
холина, мы измерили активность ХАТ, фермента, 
синтезирующего этот нейромедиатор, а  также 
активность АХЭ, фермента, расщепляющего аце-
тилхолин, в развивающемся мозге эмбрионов 
на третьей неделе беременности (е15, е16, е17, 
е20) и у новорожденных крысят (р1) (рис.  1,  а, б). 
Нами не было обнаружено никаких изменений 
активности этих ферментов в мозге ПГ крыс по 
сравнению с контролем. Аналогичным образом 
не наблюдалось существенных изменений кон-
центрации ацетилхолина во все исследованные 
периоды (рис.  1,  в).

Влияние пренатальной гипоксии на экспрес-
сию мРНК рецепторов ацетилхолина в мозге 
крыс во время пренатального и раннего пост-
натального развития. Чтобы оценить влияние ПГ  
на рецепторную часть нейромедиаторной систе-
мы ацетилхолина, мы измерили относительное 
содержание мРНК альфа-4- (chrna4) и альфа-7 
(chrna7)-субъединиц никотинового ацетилхоли-
нового рецептора в эмбриональном мозге в те-
чение третьей недели беременности (е15, е16, 
е17, е20) и в мозге новорожденных крысят (р1) 
(рис.  2,  а, б). Снижение относительного количе-
ства мРНК chrna4 было обнаружено в мозге крыс 
через сутки после первого сеанса ПГ (рис.  2,  а, 
e15, ANOVA  F  (1,  9)  =  10,2212, p  =  0,0127; контроль 
по сравнению с ПГ, p  =  0,0126685, тест Тьюки).  
В ходе дальнейшего пренатального развития и 
у новорожденных ПГ крыс не выявлено суще-
ственных изменений экспрессии chrna4 в голов-
ном мозге. Кроме того, мы обнаружили увели-
чение относительного количества мРНК chrna7 
через 24  ч после первого сеанса ПГ (рис.  2,  б, e15,  
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Рис. 1. Влияние ПГ на активность ХАТ  (а), АХЭ  (б) 
и концентрацию ацетилхолина  (в) в мозге крыс во 
время пренатального (эмбриональные дни е15, е16, 
е17, е20) и раннего постнатального (постнатальный 
день р1) развития, выявленные колориметрически-
ми методами. n  =  5

Рис. 2. Влияние ПГ на уровни экспрессии мРНК 
chrna4  (а) и chrna7  (б) в головном мозге крыс во 
время пренатального (эмбриональные дни e15, e16, 
e17, e20) и раннего постнатального (постнатальный 
день p1) развития, выявленное с помощью ПЦР РВ. 
*  Различия по сравнению с контролем достоверны, 
p  <  0,05 (однофакторный дисперсионный анализ, 
тест Тьюки). n  =  5

ANOVA  F  (1,  9)  =  7,2211, p  =  0,0276; контроль по 
сравнению с ПГ, p  =  0,0276166, тест Тьюки) и 
через день после второго сеанса ПГ (рис.  2,  б, 
e16, ANOVA  F  (1,  9)  =  6,6590, p  =  0,0326; контроль 
по сравнению с ПГ, p  =  0,0325905, тест Тьюки). 
На  протяжении дальнейшего пренатального раз-
вития и у новорожденных ПГ крыс не выявлено 
существенных изменений экспрессии chrna7 в 
головном мозге. Таким образом, несмотря на от-
сутствие влияния на метаболизм ацетилхолина, 
ПГ вызывает изменения экспрессии рецепторов 
ацетилхолина в развивающемся мозге.

Влияние пренатальной гипоксии на экспрес-
сию мРНК ацетилхолиновых рецепторов в струк-
турах головного мозга интактных взрослых 
крыс и у животных, подвергшихся воздействию  
никотина. Для изучения отдалённых последствий 
ПГ для экспрессии ацетилхолиновых рецепторов 
в головном мозге мы измерили относительное 
содержание мРНК chrna4 и chrna7 в структурах 
лимбической системы (HPC, PFC, AMG, NAcc, PVN, 
HT, VTA) взрослых (3-месячных) контрольных и ПГ 
крыс как без, так и после двух недель стабиль-
ного потребления никотина, обеспечиваемого 
с  помощью осмотических мини-насосов.

При оценке относительного количества мРНК 
у ПГ крыс наблюдалось значительное снижение 
экспрессии гена chrna4 в PFC (рис.  3,  б, ANOVA 
Группа  ×  Никотин  F  (1,  16)  =  9,872, p  =  0,0063; 
контроль по сравнению с ПГ, p  =  0,0399817, тест 
Тьюки), NAcc (рис.  3,  г, ANOVA Группа  ×  Никотин 
F  (1,  16) = 5,644, p = 0,0304; контроль по сравнению 
с ПГ, p = 0,0190, тест Тьюки) и HT (рис. 3, е, ANOVA 
Группа × Никотин F  (1, 16) = 9,673, p = 0,0067; кон-
троль по сравнению с ПГ, p = 0,0061796, тест Тьюки),  
но без влияния на HPC (рис.  3,  а), AMG (рис.  3,  в), 
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Рис.  3. Влияние ПГ и потребления никотина на уровни экспрессии мРНК chrna4  (а–ж) и chrna7  (з–о) 
в  HPC  (а,  з), PFC  (б, и), AMG  (в, к), NAcc  (г, л), PVN  (д, м), HT  (е, н), VTA  (ж, о) взрослых крыс, выявленные 
методом ПЦР РВ. *  Различия по сравнению с контролем достоверны, p  <  0,05 (двухфакторный дисперсион-
ный анализ, тест Тьюки). n  =  5

PVN (рис.  3,  д) и VTA (рис.  3,  ж). Более того, через 
две недели потребления никотина количество  
мРНК chrna4 в мозге контрольных крыс значи-
тельно снизилось до значений, сопоставимых 
с таковыми у ПГ крыс в HPC (рис.  3,  а, ANOVA 
Никотин  F  (1,  17)  =  9,989, p  =  0,0057; контроль по 
сравнению с «контроль  +  никотин», p  =  0,0057263,  

тест Тьюки), PFC (рис.  3,  б, ANOVA Группа  ×  Нико-
тин  F  (1,  16)  =  9,872, p  =  0,0234; контроль по срав-
нению с «контроль  +  никотин», p  =  0,0022758, тест 
Тьюки), NAcc (рис.  3,  г, ANOVA Группа  ×  Нико- 
тин F  (1,  16)  =  5,644, p  =  0,0304; контроль по срав-
нению с «контроль + никотин», p  =  0,0421275, тест 
Тьюки) и HT (рис.  3,  е, ANOVA Группа  ×  Нико-



ВЕТРОВОЙ и др.1876

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

Рис. 4. Влияние ПГ на экспрессию белка CHRNA7 в HPC  (а), PFC  (б), AMG  (в), NAcc  (г), PVN  (д), HT  (е), VTA  (ж) 
взрослых крыс, выявленную методом вестерн-блоттинга. * Различия по сравнению с контролем достоверны, 
p  <  0,05 (однофакторный дисперсионный анализ, тест Тьюки). n  =  5

тин  F  (1,  16)  =  9,673, p  =  0,0067; контроль по срав-
нению с «контроль  +  никотин», p  =  0,0157127, тест 
Тьюки). Напротив, потребление никотина кры-
сами ПГ не вызывало изменений в содержании 
мРНК chrna4 во всех структурах мозга по сравне-
нию с интактными ПГ крысами (рис.  3).

При оценке относительного количества 
мРНК chrna7 в мозге взрослых крыс было обна-
ружено, что ПГ вызывает значительное сниже-
ние экспрессии гена в HPC (рис.  3,  з, ANOVA Груп-
па  ×  Никотин  F  (1,  16)  =  7,945, p  =  0,0124; контроль 
по сравнению с ПГ, p  =  0,038, тест Тьюки) и PFC 
(рис.  3,  и, ANOVA Группа  ×  Никотин  F  (1,  16)  =  9,55, 
p  =  0,00702; контроль по сравнению с ПГ, p  =  0,0157, 
тест Тьюки), не влияя на AMG (рис.  3,  к), NAcc 
(рис.  3,  л), PVN (рис.  3,  м), HT (рис.  3,  н) и VTA  
(рис.  3,  о).

Влияние изменений уровней мРНК chrna7 
на экспрессию белка CHRNA7 в структурах моз-
га взрослых контрольных и ПГ крыс было про-
верено методом вестерн-блоттинга (рис.  4). Было 

обнаружено, что ПГ вызывает снижение уровня 
белка CHRNA7 в HPC (рис.  4,  а, ANOVA  F  (1,  9)  = 
=  5,6864, p  =  0,0442; контроль по сравнению с 
ПГ, p  =  0,0442243, тест Тьюки) и PFC (рис.  4,  б, 
ANOVA  F  (1,  9)  =  11,9926, p  =  0,0085; контроль по 
сравнению с ПГ, p  =  0,0085305, тест Тьюки), но не 
в AMG (рис.  4,  в), NAcc (рис.  4,  г), PVN (рис.  4,  д),  
HT (рис.  4,  е) и VTA (рис.  4,  ж).

Кроме того, после двух недель потребления 
никотина количество мРНК chrna7 в мозге кон-
трольных крыс значительно снизилось до уров-
ней, наблюдаемых в HPC ПГ крыс (рис.  3,  з, ANOVA 
Группа  ×  Никотин  F  (1,  16)  =  7,945, p  =  0,0124; кон-
троль по сравнению с «контроль  +  никотин», p  = 
=  0,0103, тест Тьюки) и PFC (рис. 3, и, ANOVA Груп-
па  ×  Никотин  F  (1,  16)  =  9,55, p  =  0,00702; контроль 
по сравнению с «контроль  +  никотин», p  =  0,0156, 
тест Тьюки). В то же время в мозге ПГ крыс по-
требление никотина не вызывало изменений в 
уровнях мРНК chrna7 по сравнению с интактны-
ми ПГ крысами (рис.  3).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Факторы внешней среды оказывают суще-
ственное влияние на развивающийся организм. 
Условия формирования отдельных органов и 
тканей плода передают информацию об услови-
ях дальнейшей жизнедеятельности  [25–27]. Нор-
мальное протекание беременности подразумевает 
высокую эффективность поступления энергетиче-
ских субстратов, необходимых для интенсивных 
процессов пролиферации, миграции и образова-
ния связей между клетками мозга  [28], а также 
ограничение поступления стероидных гормонов 
до поздних сроков беременности, когда глюко-
кортикоиды вовлекаются в такие процессы, как 
терминальная дифференцировка нейрональных 
клеток и созревание лёгких  [29–32]. Ограничение 
кислородного снабжения эмбриона вызывает 
существенное нарушение метаболизма, ведя к 
замедлению развития  [25–27, 33, 34], в то время 
как избыточное поступление глюкокортикоидов 
способно нарушать формирование адекватного 
профиля тканеспецифической экспрессии, сохра-
няющейся на всю жизнь на эпигенетическом 
уровне  [16, 17, 35, 36].

Гипоксия неизбежно сопровождается сни-
жением аэробного энергетического метаболизма 
и приводит к снижению продукции ATP, необ-
ходимого в том числе для синтеза ацетилхолина 
на фоне перехода клеток на анаэробный мета-
болизм, что регулируется гипоксия-индуцируе-
мым фактором-1 (HIF1)  [37–40]. Однако степени 
выраженности последствий гипоксии и стресса 
матери могут существенно отличаться в зави-
симости от времени воздействия на развиваю-
щийся мозг  [12]. Так, при предъявлении ПГ на 
14–16  сутки эмбрионального развития мы не 
обнаружили существенных изменений в актив-
ности как ХАТ, так и АХЭ, что, как следствие, не 
привело и к изменениям концентрации ацетил-
холина в развивающемся эмбриональном и ран-
нем постнатальном мозге крыс, несмотря на то 
что ранее нами и другими исследователями был 
подтверждён факт интенсификации гипоксия-за-
висимого сигналинга как во время эмбриогенеза, 
так и в постнатальном периоде  [26, 41–45]. При 
этом на ранних этапах предъявления гипоксиче-
ских эпизодов мы показали снижение транскрип-
ции chrna4 (e15) и, вероятно, глюкокортикоид-за-
висимое увеличение транскрипции chrna7 (e15, 
e16)  [11,  19]. В этот период развития мозга уже 
сформированы его структуры, обеспечивающие 
выброс ацетилхолина  [12,  46], что может способ-
ствовать повышению устойчивости ацетилхолин-
производящих нейронов к внешним стрессорам,  
однако ещё только начинается формирование 
рецептирующих ацетилхолин ГАМК-ергических 

нейронов стриатума, а также нейронов HPC, пре-
фронтальной коры и AMG  – корковых структур, 
регулирующих активность стриатума по отноше-
нии к выбросу дофамина VTA [12, 14, 47]. Как след-
ствие, именно в этих структурах мозга наблю-
даются наиболее яркие нарушения экспрессии 
ацетилхолиновых рецепторов, сохраняющиеся во 
взрослом мозге. Эти нарушения можно рассма-
тривать либо как причину, либо как компенсатор-
ную реакцию на повышенную возбудимость кле-
ток головного мозга, о которой сообщают другие  
авторы  [48].

Ранее нами было показано, что ПГ вызывает 
пожизненные изменения экспрессии глюкокор-
тикоидных рецепторов в HPC и префронтальной 
коре, что сопровождается снижением глюкокор-
тикоид-зависимой транскрипции и нарушением 
глюкокортикоидной отрицательной обратной 
связи  [11, 16, 17]. Более того, альфа-7-субъединица 
ацетилхолинового рецептора была идентифици-
рована как мишень транскрипционной актив-
ности глюкокортикоидных рецепторов  [19,  49], а 
снижение экспрессии мРНК и белка CHRNA7 в 
результате ПГ выявлено нами именно в гиппо-
кампе и префронтальной коре. Эти глутаматерги-
ческие структуры мозга активируют ГАМК-ерги-
ческие нейроны стриатума, что сопровождается 
усилением выброса дофамина нейронами VTA 
и вызывает эффект, известный как внутреннее 
подкрепление  [50–52]. Снижение эффективности 
выброса глутамата из-за снижения экспрессии 
chrna4 и chrna7 в префронтальной коре и chrna7 
в HPC, так же как и снижение экспрессии chrna4 
в стриатуме взрослых крыс в результате ПГ, 
может объяснять описанную нами ранее склон-
ность этих животных к потреблению никотина 
и выраженный синдром отмены  [10,  11]. Более 
того, для нейронов AMG показано опосредованное 
ингибирование потенциалов действия в клетках 
вентрального стриатума  [53,  54]. При этом в AMG 
нами не было показано изменений экспрессии 
chrna4 и chrna7, что также может вносить вклад 
в несбалансированную активность лимбической 
системы в результате ПГ. И наконец, гипотала-
мические нейроны способны к усилению стиму-
ляции дофаминовых нейронов VTA  [55], однако 
в них также снижена относительная экспрессия 
chrna4.

В клинической практике хорошо известен 
процесс выработки резистентности к никотину, 
определяющей развитие зависимости от дальней-
шего потребления. Известно, что одним из меха-
низмов такой резистентности является сниже-
ние экспрессии ацетилхолиновых рецепторов, в 
том числе альфа-4- и альфа-7-субъединиц  [56–61]. 
Интересно, что через неделю вынужденного по-
требления никотина снижение экспрессии chrna4 
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(HPC, PFC, NAcc, HT) и chrna7 (HPC, PFC) было выяв-
лено только у контрольных животных, в то время 
как изначально низкая экспрессия этих генов в 
мозге ПГ крыс оставалась на неизменно низком 
уровне.

Таким образом, ПГ не оказывает влияния 
на активность синтеза и деградации ацетил-
холина в развивающемся мозге, но вызывает 
существенные нарушения экспрессии альфа-4- и 
альфа-7-субъединиц ацетилхолиновых рецепто-
ров в структурах лимбической системы крыс, что 
может лежать в основе ранее показанной склон-
ности к потреблению никотина и выраженного 
абстинентного синдрома при отмене.
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PRENATAL HYPOXIA PREDISPOSES TO IMPAIRED EXPRESSION  
OF THE chrna4 AND chrna7 GENES IN ADULT RATS  

WITHOUT AFFECTING ACETYLCHOLINE METABOLISM  
DURING EMBRYONIC DEVELOPMENT

O. V. Vetrovoy*, S. S. Potapova, V. A. Stratilov, and E. I. Tyulkova

Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences,  
199034 Saint Petersburg, Russia; e-mail: vov210292@yandex.ru

Previous studies have shown that the combined effect of fetal hypoxia and maternal stress hormones 
predetermines tendency to nicotine addiction in adulthood. This study in rats aimed to investigate 
the effect of prenatal severe hypoxia (PSH) on acetylcholine metabolism in the developing brain, as 
well as on expression of acetylcholine receptors chrna4 and chrna7 in both the developing brain and 
adult brain structures following nicotine consumption. In the developing brain of PSH rats, no chang-
es were found in the activity of choline acetyltransferase (ChAT) and acetylcholinesterase (AChE) or 
disturbances in the acetylcholine levels. However, decreased chrna4 expression was detected on the 
day 15 of pregnancy, while elevation in the chrna7 expression was observed on the days 15 and 16 
of embryogenesis. In adulthood, the consequences of PSH were manifested as decreased expression 
of chrna4 in the medial prefrontal cortex (PFC), nucleus accumbens (NAcc), and hypothalamus (HT), 
decreased expression of chrna7 in the PFC and hippocampus (HPC). Whereas, nicotine consumption 
did not decrease the expression levels of chrna4 and chrna7 compared to the control group in the 
adult PSH rats. Thus, prenatal hypoxia predisposes to impaired expression of the chrna4 and chrna7 
genes in adult rats without affecting acetylcholine metabolism during embryonic development.

Keywords: rat, brain development, prenatal hypoxia, acetylcholine metabolism, chrna4, chrna7
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Накопленные данные позволяют предположить, что изменяющиеся уровни активности тиро-
зинкиназных рецепторных сигнальных путей могут регулировать связанную с опиатами ней-
роадаптацию норадренергической системы. Нейротрофин-3 (NT-3) взаимодействует с тропомио-
зиновыми рецепторными киназами  (TRK), связываясь преимущественно с TRKC-рецепторами, 
которые экспрессируются в норадренергических нейронах голубого пятна (locus coeruleus). 
Учитывая трудности доставки полноразмерных нейротрофинов в ЦНС при системном введе-
нии, синтезированы низкомолекулярные миметики четвертой петли NT-3, гексаметиленди-
амида бис-(N-моносукцинил-L-аспарагинил-L-аспарагина) (ГТС-301) и гексаметилендиамида бис-
(N-γ-оксибутирил-L-глутамил-L-аспарагина) (ГТС-302), активирующие TRKC- и TRKB-рецепторы. 
Цель исследования  – сравнительное изучение влияния дипептидных миметиков NT-3 на про-
явления признаков отмены морфина у беспородных белых крыс со сформированной опиатной 
зависимостью, а также особенностей активации миметиками пострецепторных сигнальных 
путей. Дипептиды ГТС-301 и ГТС-302 при однократном введении (в/б) в дозах 0,1, 1,0 и 10,0 мг/кг 
оказывали зависимое от дозы влияние на специфические показатели отмены морфина с наи-
более эффективной дозой 1,0  мг/кг. Максимальное снижение суммарного индекса синдрома 
отмены морфина для ГТС-301 составило  31,3% и для ГТС-302  – 41,4%. В  отличие от ГТС-301, 
ГТС-302 ослаблял индуцированную отменой морфина механическую аллодинию, снижая так-
тильную чувствительность. При исследовании активации пострецепторных сигнальных путей 
миметиками NT-3 на культуре гиппокампальных клеток НТ-22 показано, что они имеют раз-
ную картину пострецепторного сигналинга: ГТС-302 (10−6 М), подобно NT-3, активирует все три 
MAPK/ERK, PI3K/AKT/mTOR и PLCγ1, в то время как ГТС-301(10−6  М)  – только MAPK/ERK и PLCγ1. 
Таким образом, выявленные особенности ослабления проявлений синдрома отмены морфина 
у крыс под действием ГТС-301 и ГТС-302 могут быть связаны с разным паттерном активации 
пострецепторных путей.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: миметики нейротрофина-3, синдром отмены, морфин, крысы, MAPK/ERK, 
PI3K/AKT, PLCγ1, HT-22.
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* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Лекарственная зависимость нередко ассо-
циируется с мучительными симптомами отме-
ны, которые пациенты испытывают при рез-
ком прекращении или быстром снижении дозы 
наркотических анальгетиков. Предполагается, 

что соматический компонент лекарственной 
зависимости в большей степени связан с мезо-
лимбическими областями мозга, голубым пят-
ном (locus coeruleus,  LC) и серой периакведук-
тальной зоной (periaqueductal grey area)  [1,  2]. 
Гиперактивность и растормаживание норадрен-
ергических нейронов ствола головного мозга 
считаются ключевыми механизмами аверсивно-
го состояния и многих соматических симптомов, 
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возникающих во время острой опийной абсти- 
ненции  [3].

Нейротрофин-3 (NT-3), принадлежащий к се-
мейству нейротрофинов, взаимодействует с тро-
помиозинассоциированными протеинкиназами 
типа  А, В и  С (TRKA, TRKB и  TRKC), связываясь 
преимущественно с TRKC-рецепторами, которые 
экспрессируются в норадренергических нейро-
нах LC  [4]. Известно, что LC экспрессирует высо-
кие уровни NT-3 и TRKC  [5,  6], а также NT-3 уве-
личивает выживаемость LC-нейронов in  vitro  [7]. 
Вовлеченность сигнальных путей TRKC в инду-
цированную опиатами адаптацию катехоламин-
ергической системы была показана в экспери-
ментах in  vitro  [7] и in  vivo  [8]. У  трансгенных 
мышей, сверхэкспрессирующих TRKC-рецепторы 
(TgNTRK3), была выявлена измененная частота 
спонтанного возбуждения нейронов  LC и реак-
ция норадренергической системы на хроническое 
воздействие опиатов, что, вероятно, связано со 
сдвигами в регуляции нейротрофинов  [9]. Накоп-
ленные данные позволяют предположить, что из-
меняющиеся комбинации и уровень активности 
TRK-рецепторных сигнальных путей в нейронных 
цепях, которые взаимосвязаны с норадренергиче-
скими нейронами, могут регулировать и тонко 
настраивать связанные с опиатами адаптации 
норадренергической системы. Учитывая труд-
ности доставки полноразмерных нейротрофинов 
в ЦНС при системном введении, в ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицин-
ских и фармацевтических технологий» разраба-
тываются низкомолекулярные миметики NT-3, 
дизайн которых проводили с использованием 
авторской технологии создания дипептидных 
миметиков нейротрофинов  [10]. Наиболее экспо-
нированной является четвертая петля, фрагмент 
которой (-Ser91-Glu92-Asn93-Asn94-Lys95-Leu96-), 
предположительно, занимает геометрически наи-
более выгодное положение для взаимодействия 
с рецептором. При конструировании соединения 
ГТС-301 дипептидный фрагмент (-Asn93-Asn94-) 
бета-поворот-подобного участка был сохранен, а 
предшествующий аминокислотный остаток Glu92 
заменен на остаток янтарной кислоты. Димер-
ную структуру нейротрофина воспроизводили с 
помощью гексаметилендиаминового спейсера по 
С-концу (гексаметилендиамид бис-(N-моносукци-
нил-L-аспарагинил-L-аспарагина)  [11]. Другой ми-
метик NT-3, соединение ГТС-302, сконструирован 
на основе этого же фрагмента четвертой петли, 

но со сдвигом на один аминокислотный остаток 
влево относительно (-Asn93-Asn94-), при этом ди-
пептидный участок (-Glu92-Asn93-) сохраняли, а 
предшествующий аминокислотный остаток Ser91 
заменяли остатком гамма-оксимасляной кислоты; 
димеризацию вели также с помощью гексамети-
лендиамина (гексаметилендиамид бис-(N-γ-окси-
бутирил-L-глутамил-L-аспарагина))  [12]. Цель ис-
следования  – сравнительное изучение влияния 
миметиков четвертой петли NT-3 на проявление 
признаков отмены морфина у животных со сфор-
мированной опиатной зависимостью, а также 
особенностей активации миметиками пострецеп-
торных сигнальных путей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты in  vivo. Эксперименты вы-
полнены на беспородных белых крысах-самцах с 
массой тела 230–250  г (n  =  112) (ФГБНУ «Научный 
центр биомедицинских технологий Федерального 
медико-биологического агентства», филиал «Стол-
бовая»). Животных содержали по 8 особей в клетке 
в условиях вивария ФГБНУ «ФИЦ оригинальных 
и перспективных биомедицинских и фармацев-
тических технологий» (температура  – 21–23  °С; 
относительная влажность воздуха  – 40–60%) при 
естественной освещенности и свободном досту-
пе к воде и брикетированному корму в течение 
10  суток до начала тестирования.

Препараты. Морфина гидрохлорид (Мин-
медбиопром объединение «Чимкентбиофарм», 
субстанция) растворяли в дистиллированной 
воде для инъекций и вводили внутрибрюшинно 
(в/б) из расчета 0,1  мл/100  г массы тела крысы. 
Синтезированные в отделе химии ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицин-
ских и фармацевтических технологий» ГТС-301 
(температура плавления  – 214–229  °С (с  разложе-
нием); [α]D22  – 20,2  ° (c  =  1, DMSO)) и ГТС-302 (тем-
пература плавления – 173–178  °C (с разложением); 
[α]D23 – 7,76  ° (с  =  1, DMSO))  [11] вводили в/б в виде 
суспензии в 1%-ном водном растворе Tween 80 из 
расчета 0,1  мл/100  г массы животного.

Методика формирование опиатной зависи-
мости и оценка соматических проявлений син-
дрома отмены морфина. У  крыс вырабатывали 
зависимость от морфина и оценивали поведение 
на наличие специфических признаков синдрома 
отмены  (СО) в соответствии со схемой, описан-

Принятые сокращения: СИ – суммарный индекс; СО – синдром отмены; AKT – протеинкиназа B; ERK – ки-
назы, регулируемые внеклеточными сигналами; LC – голубое пятно; MAPK – митогенактивируемая протеин-
киназа; mTOR  – рапамициновый комплекс  1; NT-3  – нейротрофин-3; PI3K  – фосфатидилинозитол-3-киназа; 
PLC  – фосфолипаза  C; TRKA, TRKB, TRKC  – тропомиозинассоциированные протеинкиназы типа  A, B и  C соот-
ветственно.
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Таблица 1. Специфические признаки синдрома отмены морфина у крыс

Признаки абстиненции Оценка Признаки абстиненции Оценка

Диарея баллы 1–5 судороги да/нет

Скрежет зубами кол-во эпизодов стереотипия да/нет

Отряхивания по типу «мокрой собаки» кол-во эпизодов вокализация да/нет

Попытки бегства да/нет жевание да/нет

Уринация да/нет носовое кровотечение да/нет

Нарушение позы да/нет ринорея да/нет

Пилоэрекция да/нет встряхивания головой да/нет

Диспноэ да/нет встряхивания лапами да/нет

Птоз да/нет корчи да/нет

Примечание. Среднее значение выраженности СО в контрольной группе (группа  «0,0») принимали  за  100%.

ной  ранее  [13]. Для получения животных, зави-
симых от морфина, препарат вводили животным 
в возрастающих дозах (10–20  мг/кг) 2  раза в день 
с промежутком в 8 ч в течение 5 суток: 1-е сутки – 
10 и 10 мг/кг; 2-е сутки – 10 и 20 мг/кг; 3-и сутки – 
20 и 20 мг/кг; 4-е сутки – 20 и 20 мг/кг; 5-е сутки – 
20 мг/кг. На 5-й день эксперимента через 5 ч после 
последней инъекции морфина вводили ГТС-301 и 
ГТC-302 в дозах 0,1,  1,0 и  10,0  мг/кг  (в/б), а живот-
ным из контрольных групп (группы  «0,0»)  – воду 
для инъекций, содержащую 1%  (v/v) Tween  80, в 
эквивалентном объеме за 60  мин до тестирова-
ния. Тестирование животных на наличие специ-
фических признаков СО морфина проводили в 
течение 5  мин в «открытом поле» (освещенная 
круглая арена диаметром 80  см) через 15  мин по-
сле введения антагониста опиатных рецепторов 
налоксона («Du Pont De Nemours Int.», Швейцария) 
в дозе 1,0  мг/кг  (в/б). Для всех групп регистриро-
вали специфические признаки СО морфина. Сум-
марный индекс (СИ) выраженности СО для каждо-
го животного и средние значения для опытных и 
контрольных групп рассчитывали на основании 
альтернативных признаков (наличие признака  – 
1  балл, отсутствие признака  – 0  баллов), всего 
регистрировали 18  признаков  СО, у каждого жи-
вотного отмечали свой индивидуальный набор 
признаков  (табл.  1).

Оценку изменений тактильной чувстви-
тельности у крыс выполняли, используя стан-
дартный набор из 20  нейлоновых монофиламен-
тов (филаменты фон Фрея  – «von Frey filaments 
set»; «Ugo Basile», Италия). В  ходе тестирования 
отдельный филамент через сетчатую поверхность 
платформы прикладывали к поверхности задних 
лап крысы в течение 1–2  с, отдергивание или сме-

щение лапы считали положительной реакцией. 
Пороговый уровень тактильного стимула опреде-
ляли по его наименьшему значению, вызывавше-
му реакцию у крыс, в соответствии с градуиров-
кой в граммах, указанной на каждом филаменте. 
В  ходе исследования процедуру тестирования 
проводили дважды: в день, предшествующий пер-
вому дню введения морфина, и через 24  ч после 
отмены морфина  [13].

Эксперименты in  vitro. Культивированиие 
клеток. Эксперименты проводились на клетках 
гиппокампа мыши линии НТ-22 (из клеточного 
банка Утрехтского университета, Голландия). Все 
манипуляции с клетками выполнялись в строго 
стерильных условиях. Клетки культивировали 
при температуре 37  °С в атмосфере 5%  СО2 в среде 
ДМЕМ (среда Игла, модифицированная по мето-
ду Дульбекко; «HyClone», США)  [14], содержащей 
5%  FBS (фетальная бычья сыворотка; «Gibco», 
США) и 2  мМ L-глутамина («ICN  Pharmaceuticals», 
США). Смену культуральной среды производили 
через 24  ч после рассева и каждые последующие 
2–3  дня. Пересев на культуральные флаконы пло-
щадью 75  см2  («TPP», Швейцария) осуществляли 
3  раза в неделю.

Вестерн-блот-анализ. Пробы лизировали в 
50  мМ  Tris-HCl (pH  7,5), содержащем 5  мМ  ЭДТА, 
1  мМ  дитиотреитола, 1%  (w/v) Triton  Х-100, че-
рез  5, 15, 30, 60 и  180  мин после внесения NT-3 
(10−9  М) («Sigma», США), или ГТС-301  (L,L)  (10−6  М), 
или ГТС-302  (L,L)  (10−6  М). NT-3  (10−9  М) исполь-
зовали в качестве положительного контроля. 
Нефосфорилированные протеинкиназы  B  (AKT), 
киназы, регулируемые внеклеточными сигна-
лами  (ERK1/ERK2) и фосфолипаза  C  (PLCγ1) были 
использованы в качестве контроля загрузки.  
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Содержание белков исследовали в цитозольной 
фракции. Концентрацию белка в образцах изме-
ряли по методу Фолина–Лоури  [15]. На  дорожку в 
геле наносили 75  мкг белка. Белки разделяли элек-
трофорезом в 10%-ном полиакриламидном геле с 
использованием электрофоретической системы 
Mini-Protean Tetra Cell («Bio-Rad», США)  [16]. Далее, 
белки переносили на мембрану PVDF («Santa 
Cruz», США) в системе для переноса Trans-Blot 
Turbo («Bio-Rad»). Преинкубацию всех вестерн-
блотов проводили в буфере TBS-T  (20  мМ  Tris-
HCl, 137  мМ  NaCl, 1%  (v/v) Tween  20; pH  =  7,5), 
содержащем 3%  (w/v)  BSA («Bio-Rad»), в течение 
1  ч с использованием первичных антител anti-
p-AKT  (#PA5-104445; «Invitrogen, ThermoFisher», 
США), anti-p-ERK1/ERK2 (#PA5-37828; «Invitrogen, 
ThermoFisher»), anti-p-PLCγ1 (#2821S; «Cell Signaling 
Technology», США), против AKT (#PA5-77855; 
«Invitrogen, ThermoFisher»), ERK1/ERK2 (#61-7400; 
«Invitrogen, ThermoFisher») и PLCγ1 (#2822S; «Cell 
Signaling Technology») в разведении 1  :  1000 в те-
чение ночи при +4  °С. Затем, после отмывки в 
буфере TBS-T, содержащем 0,05%  (w/v)  BSA, мем-
браны инкубировали в присутствии вторичных 
антител goat anti-rabbit IgG (#31460; «Thermo Fisher 
Scientific»), конъюгированных с пероксидазой 
хрена (разведение 1  :  1000) в течение 1  ч. Детек-
тирование белков осуществляли после отмывки 
от вторичных антител в буфере с ECL-реагентами 
(#32106; Pierce ECL WB Substrate («ThermoFisher», 
США)) c использованием гель-документирующей 
системы Alliance («UVITEC», Великобритания). Ден-
ситометрию полученных изображений проводи-
ли с помощью программы  GIMP2.

Статистический анализ в опытах in  vivo 
проводили при помощи программы Statistica  10, 
описательной статистики, однофакторного дис-
персионного анализа (ANOVA), ANOVA для по-
вторных измерений для зависимых групп; в 
опытах in  vitro  – с использованием U-критерия  
Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Полученные результаты показывают, что 
ГТС-301 и ГТС-302 (рис.  1) оказывали зависимое от 
дозы влияние на специфические признаки отме-
ны морфина у крыс. В  сравнении с контрольной 
группой (группа  «0,0»), снижение суммарного ин-
декса СО морфина для группы  «ГТС-301;  0,1  мг/кг» 
составило  12% (F(1,14)  =  4,66; p  <  0,05); для группы 
«ГТС-301; 1,0  мг/кг» – 31,3% (F(1,14) = 9,14; p  <  0,01); для 
группы «ГТС-301;  10,0  мг/кг»  – 26,5% (F(1,14)  =  21,44; 
p  <  0,001). Для группы «ГТС-302; 0,1  мг/кг» падение 
СИ СО составило  26,9% (F(1,14)  =  10,19; p  <  0,01); для 
группы «ГТС-302;  1,0  мг/кг»  – 41,4% (F(1,14)  =  12,49; 

p  <  0,01) и для группы «ГТС-302; 10,0 мг/кг» – 36,5%  
(F(1,14)  =  25,64; p  <  0,001). Эффект миметиков NT-3 
наиболее выражен в дозе 1,0  мг/кг. Оценивая 
коррекцию отдельных показателей СО морфина, 
следует отметить характерное для ГТС-301 сниже-
ние диареи во всех изученных дозах, устранение 
нарушения позы, птоза, встряхивания лапами, 
вокализации и ринореи  (табл.  2). Для ГТС-302 ре-
гистрировали снижение выраженности или пол-
ное устранение таких показателей, как диарея, 
нарушение позы, скрежет зубами, отряхивания 
по типу «мокрой собаки», вокализация, встряхи-
вания головой и лапами  (табл.  3).

В целом, ГТС-301 и ГТС-302 ослабляли 7 из 18 ана-
лизируемых признаков СО морфина, при этом наи-
большее снижение суммарного индекса СО (41,1%) 
наблюдалось у ГТС-302 в дозе  1,0  мг/кг  (табл.  3).

К основным клиническим проявлениям 
опийного абстинентного синдрома, помимо веге-
тативных нарушений (зевота, ринорея, слезоте-
чение, диарея, расширение зрачка, пилоэрекция 
и  др.), часто присоединяются болевой синдром 
и гиперестезия, которые считаются важными 
диагностическими признаками, относящимися 
к категории расстройств, наиболее тяжело пере-
живаемых пациентами. В  дополнительной серии 
опытов изучено влияние ГТС-301 и ГТС-302 на 
пороги тактильной чувствительности в условиях 
отмены морфина у зависимых крыс. При пред-
варительном тестировании (пре-тест) животных 
с помощью филаментов фон  Фрея показано, что 
крысы, в частности, не отличались статистически 
значимо по исходному уровню чувствительно-
сти к механическому тактильному воздействию: 
для ГТС-301  – F(3,28)  =  0,957, р  =  0,426; для ГТС-302  – 
F(3,28)  =  1,159, p  =  0,342. В  условиях моделирования 
отмены морфина в контрольной и в опытных 

Рис. 1. Влияние миметиков четвертой петли ней-
ротрофина-3 на суммарный индекс налоксон-инду-
цированного синдрома отмены морфина у беспо-
родных крыс-самцов (в %  от контроля). *  p  <  0,05; 
**  p  <  0,01; ***  p  <  0,001  – достоверное отличие от 
контроля (группа  «0,0»); в каждой группе по 8  жи-
вотных, данные представлены в виде среднего зна-
чения  ±  стандартной ошибки среднего (M  ±  SEM)
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Таблица 2. Влияние ГТС-301 на отдельные признаки отмены морфина

Поведенческие признаки
ГТС-301, дозы, мг/кг

0,0 0,1 1,0 10,0

Диарея 4,13  ±  0,30 2,50  ±  0,60* 2,50  ±  0,70* 1,87  ±  0,77*

Нарушение позы 0,87  ±  0,00 1,00  ±  0,00 0,75  ±  0,16 0,38  ±  0,18*

Птоз 0,38  ±  0,18 0,00  ±  0,00* 0,25  ±  0,16 0,25  ±  0,16

Скрежет зубами 1,13  ±  0,78 1,75  ±  0,88 0,13  ±  0,12* 0,50  ±  0,50

Отряхивания по типу «мокрой собаки» 2,50  ±  1,12 1,00  ±  0,42 1,00  ±  0,53 0,75  ±  0,52

Вокализация 0,50  ±  0,19 0,62  ±  0,18 0,13  ±  0,12* 0,75  ±  0,16

Встряхивания головой 0,50  ±  0,19 0,38  ±  0,18 0,25  ±  0,16 0,25  ±  0,16

Встряхивания лапами 0,75  ±  0,16 0,25  ±  0,16* 0,38  ±  0,18 0,13  ±  0,13**

Ринорея 1,00  ±  0,00 0,88  ±  0,12 0,38  ±  0,18** 0,38  ±  0,18**

Примечание. *  p  <  0,05; **  p  <  0,01  – достоверное отличие от контроля (группа  «0,0»); в каждой группе по 
8  животных, данные представлены в виде среднего значения  ±  стандартной ошибки среднего  (M  ±  SEM).

Таблица 3. Влияние ГТС-302 на отдельные признаки отмены морфина

Поведенческие признаки
ГТС-302, дозы, мг/кг

0,0 0,1 1,0 10,0

Диарея 3,10  ±  0,71 3,9  ±  0,22 1,60  ±  0,70 1,50  ±  0,59

Нарушение позы 1,00  ±  0,00 0,25  ±  0,16*** 0,25  ±  0,16*** 0,38  ±  0,18**

Птоз 0,38  ±  0,18 0,37  ±  0,18 0,25  ±  0,16 0,13  ±  0,11

Скрежет зубами 1,88  ±  0,81 0,25  ±  0,25* 0,50  ±  0,50 0,13  ±  0,13*

Отряхивания по типу «мокрой собаки» 0,70  ±  0,15 0,25  ±  0,25 0,0  ±  0,0* 0,0  ±  0,0*

Вокализация 0,65  ±  0,17 0,63  ±  0,18 0,13  ±  0,11* 0,49  ±  0,17

Встряхивания головой 0,75  ±  0,16 0,61  ±  0,18 0,13  ±  0,13** 0,50  ±  0,19

Встряхивания лапами 0,75  ±  0,16 0,25  ±  0,16* 0,38  ±  0,18 0,25  ±  0,16*

Ринорея 0,62  ±  0,18 0,38  ±  0,18 0,50  ±  0,19 0,88  ±  0,12

Примечание. *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ***  p  <  0,001  – достоверное отличие от контроля (группа  «0,0»); в каждой 
группе по 8  животных, данные представлены в виде среднего значения  ±  стандартной ошибки среднего 
(M  ±  SEM).

группах с ГТС-301 наблюдалось значительное сни-
жение порога чувствительности по сравнению с 
исходными значениями (F(3,28)  =  4,078; p  =  0,0002), 
что согласуется с ранее опубликованными дан-
ными  [13]. Однако ГТС-301 в изученных дозах 
при однократном введении не влиял на сформи-
рованную при отмене морфина механическую 
аллодинию. При оценке эффективности ГТС-302 
показано, что при отмене морфина в контроль-

ной и опытных группах происходит значительное 
снижение порога чувствительности по сравне-
нию с исходным уровнем (пре-тест) (F(3,28)  =  5,125; 
p  =  0,0059). В  отличие от ГТС-301, ГТС-302 при ост-
ром введении дозозависимо увеличивал порог 
реакции во всех изученных дозах с максимально 
эффективной дозой 1,0  мг/кг, при которой отме-
чалось повышение регистрируемого показателя 
в 3  раза по сравнению с контрольной группой 
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(F(1,14)  =  17,42; p  =  0,009). Тем не менее уровень 
тактильной чувствительности оставался во всех 
опытных группах ниже, чем при предваритель-
ном (пре-тест) тестировании  (табл.  4).

Фармакологические преимущества ГТС-302 
перед ГТС-301, выявленные при моделировании 
опиоидной зависимости in  vivo, могут быть об-
условлены особенностями активации пострецеп-

Рис. 2. Фосфорилирование AKT1/2/3  (а), ERK1/2  (б), 
PLCγ1  (в) после внесения NT-3 и ГТС-301  (10−6  М) в 
культуру клеток гиппокампа мыши линии HT-22 
(оригинальные вестерн-блоты и результаты их ден-
ситометрии). Дорожки: 1,  6  – Контроль; 2  – ГТС-301, 
5  мин; 3  – NT-3, 5  мин; 4  – ГТС-301, 15  мин; 5  – NT-3, 
15  мин; 7  – ГТС-301, 30  мин; 8  – NT-3, 30  мин; 9  – 
ГТС-301, 60  мин; 10  – NT-3, 60  мин; 11  – ГТС-301, 
180  мин; 12  – NT-3, 180  мин. Данные представле-
ны в виде среднее значение  ±  стандартное откло-
нение (M  ±  SD) трех независимых экспериментов; 
*  p  <  0,05  – достоверное отличие от контроля

Рис. 3. Фосфорилирование AKT1/2/3  (а), ERK1/2  (б), 
PLCγ1  (в) после внесения NT-3 и ГТС-302  (10−6  М) в 
культуру клеток гиппокампа мыши линии HT-22 
(оригинальные вестерн-блоты и результаты их ден-
ситометрии). Дорожки: 1,  6  – Контроль, 2  – ГТС-302, 
5  мин; 3  – NT-3, 5  мин; 4  – ГТС-302, 15  мин; 5  – NT-3, 
15  мин; 7  – ГТС-302, 30  мин; 8  – NT-3, 30  мин; 9  – 
ГТС-302, 60  мин; 10  – NT-3, 60  мин; 11  – ГТС-302, 
180  мин; 12  – NT-3, 180  мин. Данные представле-
ны в виде среднее значение  ±  стандартное откло-
нение (M  ±  SD) трех независимых экспериментов; 
*  p  <  0,05  – достоверное отличие от контроля
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Таблица 4. Влияние ГТС-302 на пороги тактильной чувствительности у крыс при механическом раздражении 
стопы

Группы
Дозы, мг/кг

0,0 0,1 1,0 10,0

Пре-тест 1,35  ±  0,15 1,23 ± 0,14 1,05 ± 0,14 1,05 ± 0,09

Тест 0,040 ± 0,005*** 0,060  ±  0,005***,# 0,12  ±  0,02***,### 0,08  ±  0,01***,##

Примечание. Число животных в каждой группе  – 8; ***  p  <  0,001  – достоверное отличие от группы «Пре-
тест»; #  p  <  0,05, ##  p  <  0,01, ###  p  <  0,001  – достоверное отличие от группы контроль. Данные представлены 
в  граммах в виде среднего значения  ±  стандартной ошибки среднего (M  ±  SEM).

торных сигнальных путей. Поэтому была иссле-
дована активация сигнальных путей PI3K/AKT,  
MAPK/ERK, PLCγ1 миметиками ГТС-301 и ГТС-302 
на культуре гиппокампальных клеток НТ-22.  
ГТС-301 (10−6 М) и ГТС-302 (10−6 М) вносили в куль-
туральную среду в виде стерильного раствора в 
эффективных концентрациях, установленных в 
экспериментах по нейропротекторному действию 
этих соединений на культуре гиппокампальных 
клеток линии НТ-22  [17,  12]. В  качестве положи-
тельного контроля использовали NT-3  (10−9  М). 
Клетки лизировали через  5, 15, 30, 60 и  180  мин 
после внесения пептидов.

Хотя ранее нами было показано, что оба ми-
метика активируют TRKB- и TRKС-рецепторы, ока-
залось, что при этом они имеют разную картину 
пострецепторного сигналинга: ГТС-302  (10−6  М), 
подобно NT-3, активирует все три MAPK/ERK, PI3K/
AKT/mTOR и PLCγ1, в то время как ГТС-301 (10−6  М) – 
только MAPK/ERK- и PLCγ1-сигнальные пути. Как 
видно из рис.  2  и  3, достоверное увеличение фос-
форилирования AKT-киназ наблюдалось через 5, 
15, 60 и  180  мин после внесения ГТС-302  (10−6  М), 
через  5, 15, 30 и  60  мин после внесения NT-3; 
достоверное увеличение фосфорилирования Еrk-
киназ под действием ГТС-302  – через  5, 60 и 
180  мин, под действием ГТС-301  – через  30, 60 и 
180  мин. Сигнальный путь PLCγ1 активировал-
ся через  15 и  30  мин после внесения и ГТС-302,  
и  ГТС-301.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При моделировании лекарственной зависимо-
сти от морфина у крыс налоксон в низких дозах 
провоцирует возникновение общего негативного 
аффективного состояния (мотивационный компо-
нент), а в высоких дозах  – проявление соматиче-
ских признаков отмены [18], что и было продемон-
стрировано в данной работе: при использовании 
налоксона в дозе 1  мг/кг через 15  мин у крыс 
наблюдали развитие сомато-вегетативных нару-
шений, характерных для опийного абстинент-

ного синдрома. Ранее в опытах in  vitro показано, 
что обработка нейронов  LC морфином приводила 
к снижению поглощения норадреналина на  20% 
и уменьшению на  12% количества тирозингид
роксилазных-иммунореактивных  (TH+) клеток, 
а при введении в культуру клеток NT-3 отмеча-
лось увеличение захвата норадреналина и числа 
клеток  ТН+  [7]. В  опытах ex  vivo инфузия NT-3 
непосредственно в вентральную тегментальную 
область крысам предотвращала биохимические 
изменения в мезолимбической дофаминергиче-
ской системе, возникающие при продолжитель-
ном действии морфина  [19]. Несмотря на изме-
нение уровней мРНК NT-3 и TRKC в нескольких 
областях мозга во время отмены опиатов, доказа-
тельств роли NT-3 в развитии опиоидной абсти-
ненции in  vivo крайне мало. У  мышей с условной 
абляцией NT-3 в головном мозге соматические 
симптомы отмены опиатов ослаблялись в соче-
тании со сниженной экспрессией тирозингид
роксилазы в LC  [20]. Отмена опиатов приводила 
к значительному снижению в  LC уровней мРНК 
NT-3 через  20 и 70  ч после отмены морфина, при 
этом уровни мРНК  TRKC были также ниже кон-
трольных значений  [4]. Нельзя исключить, что 
миметики NT-3 могут обладать определенными 
преимуществами при использовании в качестве 
средств для быстрой фармакотерапии опийного 
абстинентного синдрома.

В настоящей работе впервые в опытах in  vivo 
показано, что дипептидные миметики NT-3 при 
системном однократном введении статистически 
значимо ослабляли проявления соматических 
признаков спровоцированной налоксоном отме-
ны морфина у крыс, что согласуется с представле-
ниями об участии нейротрофинов в механизмах, 
ассоциируемых с формированием зависимости от 
опиатов  [21]. С  помощью метода гибридизации 
in  situ еще в 1995  г. было показано, что отдель-
ные нейроны ЦНС могут совместно экспрессиро-
вать мРНК для высокоаффинных рецепторов NT-3, 
TRKB- и TRKC-рецепторов [22]. Способность ГТС-301 
и ГТС-302 активировать, подобно полноразмер-
ному нейротрофину, два типа рецепторов  (TRKB 
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и TRKC) на клетках гиппокампа HT-22 при модели-
ровании окислительного стресса  [17,  12] позволя-
ет предположить высокий уровень регуляторной 
активности низкомолекулярных миметиков NT-3 
при патологических состояниях, возникающих 
при отмене психоактивных веществ, включая 
наркотические анальгетики. Соединения ГТС-301 
и ГТС-302 статистически значимо ослабляли  7 из 
18 признаков отмены морфина, однако при остром 
системном введении ГТС-302 вызывал не только 
наибольшее снижение суммарного индекса син-
дрома отмены, но и дозозависимо ослаблял меха-
ническую аллодинию у крыс со сформированной 
лекарственной зависимостью, что не исключает 
наличие взаимосвязи «структура–свойства».

В настоящей работе впервые показаны раз-
личия в паттернах активации миметиками NT-3 
пострецепторных путей при взаимодействии с 
TRK-рецепторами. Особенностью ГТС-302 являет-
ся способность активировать внутриклеточные 
каскады, подобно NT-3, тогда как ГТС-301 не про-
являл активности в отношении сигнального пути 
PI3K/AKT/mTOR. Известно, что PI3K/AKT/mTOR 
ингибирует рапамициновый комплекс  1  (mTOR), 
изменение функционирования которого установ-
лено при злоупотреблении психоактивными ве-
ществами  [23]. В  работе Zhu  et  al.  [24], опублико-
ванной в 2021  г., была раскрыта возможная роль 
сигнального пути PI3K/AKT/mTOR при героиновой 
зависимости, поскольку авторами была показана 
вовлеченность фосфорилирования PI3K/AKT/mTOR 
в прилежащем ядре в формировании поведения, 
связанного с поиском героина, у крыс. Анализ 
экспрессии генов продемонстрировал статистиче-
ское увеличение экспрессии mTOR при снижении 
уровней экспрессии AKT, а также PI3K (фосфати-
дилинозитол-3-киназа) среди пациентов с герои-
новой зависимостью, по сравнению с контроль-
ной группой (p  <  0,001), при этом наблюдался 
недостаточный уровень фосфорилирования PI3K 
и AKT, а в некоторых случаях  – избыточная экс-
прессия mTOR  (p  <  0,001)  [25].

Следует отметить, что нейропротекторные 
свойства в отношении ослабления механической 
аллодинии в условиях гипергликемии могут быть 
реализованы в том числе за счет фосфорилирова-
ния AKT, а также ее нижестоящего фактора-мише-
ни mTOR, то есть повышение жизнеспособности 
шванновских клеток, по-видимому, опосреду-
ется через сигнальный путь PI3K/AKT/mTOR  [26]. 
Однако в другой работе антагонист рецептора 
опиоидного пептида ноцицептина  (NOP), также 
известный как рецептор ноцицептина/орфанина 
FQ  (N/OFQ), облегчал механическую аллодинию, 
связанную с вызванной химиотерапией нейро-
патической болью, за счет ингибирования увели-
ченной под действием паклитаксела экспрессии 

PI3K и фосфо-AKT в дорсальном корневом ган-
глии  [27]. В  целом, роль PI3K, идентифицирован-
ной в проявлении центральной сенсибилизации 
после воздействия вредных стимулов, остается до 
конца неясной в проявлении отдельных симпто-
мов опиатной зависимости. Однако выявленная 
нами способность ГТС-302 не только купировать 
основные проявления синдрома отмены морфи-
на, но и заметно ослаблять механическую алло-
динию у крыс со сформированной лекарственной 
зависимостью позволяет предположить, что эти 
эффекты миметика NT-3 могут быть обусловлены 
вовлечением активации сигнального пути PI3K/
AKT/mTOR, в том числе и в процессы центральной 
сенсибилизации. Данный факт требует дальней-
шего изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые экспериментально доказана способ-
ность низкомолекулярных миметиков нейротро-
фина-3 снижать проявления синдрома отмены 
морфина у крыс с опиатной зависимостью, при 
этом фармакологически более значимый эффект 
наблюдается у миметика, который, подобно пол-
норазмерному нейротрофину, активирует все три 
основных пострецепторных сигнальных каскада: 
PI3K/AKT, MAPK/ERK и  PLCγ1.
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(Протокол № 01 от 02 февраля 2023 года). Содержа-
ние животных соответствовало межгосударствен-
ным стандартам серии «Руководство по содер-
жанию и уходу за лабораторными животными» 

ГОСТ 33215-2014 и ГОСТ 33216-2014 (Приложение А 
к Европейской конвенции о защите позвоночных 
животных, используемых в экспериментах и в 
других научных целях (ETS  N  123)).
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The accumulated data suggest that changing activity levels of tyrosine kinase receptor signaling path-
ways may regulate opiate-related neuroadaptation of the noradrenergic system. Neurotrophin-3 (NT-3) 
interacts with tropomyosin receptor kinases (TRK), binding predominantly to TRKC receptors, which 
are expressed in noradrenergic neurons of locus coeruleus. Taking into account the difficulties of 
delivering full-size neurotrophins to the CNS after systemic administration, low-molecular mimet-
ics of the 4th loop of NT-3, hexamethylenediamide bis-(N-monosuccinyl-L-asparaginyl-L-asparagine) 
(GTS-301) and hexamethylenediamide bis-(N-γ-hydroxybutyril-L-glutamyl-L-asparagine) (GTS-302), in-
teracting with TRKC and TRKB receptors, were synthesized. The aim of this work was a comparative 
study of NT–3 mimetics effect on the manifestations of morphine withdrawal symptoms in albino 
rats with opiate dependence, as well as the features of activation of postreceptor signaling pathways 
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by  NT–3 mimetics. The dipeptides GTS-301 and GTS-302 after acute administration at doses of 0.1, 
1.0 and 10.0 mg/kg, i.p., had a dose-dependent effect on the specific signs of morphine withdrawal 
with the most effective dose of 1.0 mg/kg. The maximum reduction in the total morphine withdrawal 
syndrome index for GTS-301 was 31.3% and for GTS-302  – 41.4%. Unlike GTS-301, GTS-302 weakened 
mechanical allodynia, reducing tactile sensitivity. When studying the activation of postreceptor signal-
ing pathways by NT-3 mimetics on a culture of HT-22 hippocampal cells, it was shown that they had a 
different pattern of postreceptor signaling: GTS-302 (10−6 M), like NT-3, activated all three MAPK/ERK, 
PI3K/AKT/mTOR and PLCy1, while GTS-301(10−6  M)  – only MAPK/ERK- and PLCy1. Thus, the revealed 
features of attenuation of morphine withdrawal syndrome in rats after acute GTS-301 and GTS-302 
administration may be associated with a different pattern of activation of postreceptor pathways.

Keywords: neurotrophin-3 mimetics, withdrawal syndrome, morphine, rats, MAPK/ERK, PI3K/AKT, 
PLCγ1, HT-22
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Изучение роли и состояния малых внеклеточных везикул  (мВВ) при психических и нарко-
логических расстройствах является крайне перспективным направлением. Малые ВВ содержат 
на мембране белки, защищающие от уничтожения собственным иммунитетом, и благодаря 
своему размеру способны проникать через гематоэнцефалический барьер. Эти свойства по-
зволяют рассматривать мВВ в качестве потенциальных биомаркеров, отражающих процессы, 
происходящие в головном мозге, и при этом доступных для изучения в образцах перифери-
ческой крови. В  исследованиях было показано, что количество, биогенез и содержимое  ВВ 
значительно меняется при воздействии психоактивных веществ как in  vitro, так и in  vivo. Ре-
зультаты анализа современной литературы демонстрируют наличие многочисленных потен-
циальных маркеров наркологической патологии среди грузов, переносимых мВВ, тем не менее 
реальная диагностическая значимость каждого из них требует дополнительного изучения.  
Многие данные указывают на влияние психоактивных веществ (ПАВ) на GTPазы семейства Rab, 
Toll-like-рецепторы, систему комплемента и цитокины. Также в нескольких исследованиях 
были обнаружены половые различия изменений  мВВ в ответ на воздействие  ПАВ. Большин-
ство исследований указывают на участие мВВ в регуляции нейровоспалительных процессов, 
обеспечении взаимодействия между глиальными клетками и нейронами, а также между пери-
ферическими клетками и клетками центральной нервной системы. Авторами обзора сформу-
лирована гипотеза о наличии двух механизмов-этапов, в которых участвуют мВВ: «быстрый» –  
в ответ на воздействие ПАВ, обеспечивающий нейропластичность, и «медленный» – результат 
нарушения биогенеза  мВВ и появления аберрантных вариантов везикул.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: малые внеклеточные везикулы, экзосомы, биомаркеры в психиатрии, аддик-
тология, фундаментальные механизмы аддиктивных расстройств, синдром зависимости.
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ВВЕДЕНИЕ

Аддиктивные расстройства  – острейшая про-
блема в современном мире. По данным Всемирной 
организации здравоохранения  (ВОЗ), распростра-

ненность расстройств, связанных с употреблени-
ем алкоголя, высока и в Европе составляет 14,8% 
среди мужчин и 3,5% среди женщин, а в США  – 
11,5% среди мужчин и 5,1% среди женщин. В Рос-
сии, по состоянию на 2020  г., под диспансерным 
наблюдением по поводу синдрома зависимости 
от алкоголя и пагубного употребления алкоголя  
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состояло 1,2  млн человек. Количество потребите-
лей наркотиков, по данным Организация Объеди-
ненных Наций  (ООН), в мире в 2021  г. прибли-
зительно равно 296  млн человек, а количество  
людей, имеющих расстройства, связанные с упо-
треблением наркотиков, приблизительно равно 
40 млн человек [1]. В России в 2020  г. под диспан-
серным наблюдением по поводу синдрома зави-
симости и пагубного употребления наркотиков 
находилось 341  000 человек  [2].

Несмотря на то что термины «аддикция» и 
«зависимость» нельзя назвать полностью экви-
валентными, все чаще в современном лексиконе 
фигурирует термин «аддиктивные расстройства», 
который замещает более традиционный «болезнь 
зависимости». Аддикция или зависимость  – это 
хроническое прогредиентное заболевание, кото-
рое проявляется в стремлении к употреблению 
психоактивного вещества (ПАВ) или к поведению, 
вызывающему удовольствие, несмотря на очевид-
ные негативные последствия для индивида  [3]. 
Аддиктивные расстройства – это понятие, которое 
включает в себя ряд расстройств, объединенных 
в первую очередь в связи с наличием общих кли-
нических феноменов, проявляющихся в особенно-
стях взаимодействия индивида и объекта аддик-
тивного поведения  [3,  4]. В  настоящий момент 
считается, что значимую роль в патофизиологии 
болезни зависимости играют изменения сигна-
линга в системах «вознаграждения» и «стресса», 
а также их архитектоники за счет морфологиче-
ских изменений, обусловленных ПАВ-индуциро-
ванной нейропластичностью  [3].

Помимо хорошо изученных нейромедиатор-
ных систем, в обеспечении межклеточного сиг-
налинга важным элементом считается секреция 
малых внеклеточных везикул (мВВ) [5]. Малые ВВ 
представляют собой пузырьки с содержимым био-
логического происхождения, ограниченные ли-
пидным бислоем и имеющие размер порядка 
сотен нанометров. Ранее было принято считать, 
что мВВ являются средством, с помощью кото-
рого клетки избавляются от ненужных веществ, 
но сейчас это уже не основная точка зрения. 
Два хорошо изученных типа мВВ  – экзосомы и 
эктосомы  – секретируются практически всеми 
клетками организма и могут быть обнаружены 
практически в любой жидкости биологического 
происхождения. Эктосомы и экзосомы отлича-
ются биогенезом, но по ряду функциональных и 
структурных свойств представляют собой очень 

близкие друг другу объекты. Классификация ве
зикул в настоящее время разработана недоста-
точно хорошо  [6]. Для удобства принята простая 
система обозначений, когда везикулы размером 
меньше 200  нм считаются малыми, а больше 
200  нм  – большими  ВВ  [6].

Современный интерес к  мВВ определяется 
их несколькими простыми особенностями: ма-
лые  ВВ организма содержат на мембране опо-
знавательные знаки для макрофагов организма, 
что позволяет этим  мВВ относительно длитель-
ное время распространяться по тканям без угрозы 
быть уничтоженными иммунной системой  [7]. 
Кроме того, мВВ способны проникать через ги-
стогематические барьеры, включая гематоэнце-
фалический  [8]. Благодаря этим двум свойствам 
мВВ проникают во все биологические жидкости, 
откуда впоследствии могут быть выделены для 
анализа. Эти свойства обусловливают растущий 
интерес к  мВВ и в контексте наркологической и 
психиатрической патологии. В данном обзоре мы 
постарались наибольшее внимание уделить тем 
исследованиям, посвященным мВВ, результаты 
которых помогают пролить свет на отдельные 
звенья патогенеза наркологической патологии 
и потенциально могут быть адаптированы для 
реальных клинических задач.

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ

Биогенез везикул. Биогенез мВВ в настоящее 
время описан довольно подробно  [9]. Экзосомы 
являются продуктом эндолизосомальной системы 
клетки. Первичная эндосома созревает, становясь 
вначале вторичной эндосомой, а затем мульти-
везикулярным телом  (МВТ). Интралюменальные 
везикулы после слияния МВТ с плазматической 
мембраной становятся экзосомами  [9]. Для  МВТ 
существует и другой путь  – слияние с лизосо-
мами и деградация содержимого. Судьба МВТ  – 
слияние с плазматической мембраной и секреция 
или слияние с лизосомами и деградация  – в су-
щественной степени зависит от представленных 
на мембране МВТ малых GTPаз семейства  Rab. 
Наличие на мембране МВТ  Rab27 приводит к 
слиянию МВТ с плазматической мембраной и 
секреции экзосом  [10], а наличие Rab7 приводит 
МВТ к слиянию с лизосомой и деградации содер-
жимого  [11]. Описанные пути визуализированы 
на  рис.  1. Впрочем, в разных ситуациях и в раз-
ных типах клеток в регуляции внутриклеточного 
транспорта  МВТ могут принимать участие и дру-
гие представители семейства  Rab  [12].

Эктосомы образуются при отшнуровывании 
участка плазматической мембраны во внеклеточ-
ное пространство и уносят в своем составе часть 

Принятые сокращения: ДА – дофамин; мВВ – малые 
внеклеточные везикулы; МВТ – мультивезикулярное 
тело; ПАВ  – психоактивное вещество; DR  – рецептор 
к дофамину; ESCRT – эндосомальный сортировочный 
комплекс; TLR  – toll-like-рецепторы.
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Рис.  1. Первичная эндосома созревает, становясь вначале вторичной эндосомой, а затем мультивезикуляр-
ным телом. Интралюменальные везикулы после слияния МВТ  с  Rab27 с плазматической мембраной стано-
вятся экзосомами. Второй путь  – слияние МВТ  с  Rab7 с лизосомами и деградация содержимого

цитоплазмы родительской клетки  [9]. Таким об
разом, под термином «эктосома» в настоящее 
время подразумеваются те везикулы, которые ра-
нее было принято называть микровезикулы или 
онкосомы. При секреции эктосом вначале образу-
ется микродомен из липидов и белков в составе 
плазматической мембраны, а затем этот участок 
отшнуровывается наружу  [9]. Есть несколько до
вольно специфических путей для механизма 
эктосомной секреции, но во многом механизмы 
биогенеза и секреции эктосом и экзосом пересека-
ются  [13].

В образование  мВВ вовлечена разнообразная 
клеточная машинерия. Основным специализиро-
ванным механизмом, полностью вовлеченным в 
образование и транспорт внутриклеточных ве-
зикул, является эндосомальный сортировочный 
комплекс  ESCRT  [14]. Этот комплекс включает в 
себя четыре компонента, ESCRT-0, -1, -2 и -3, кото-
рые последовательно связываются с сайтами на 
плазматической или эндосомальной мембране, 
привлекают с собой некоторые специализирован-
ные белки и в конце концов вызывают отшну-
ровывание вновь образованной везикулы  [15]. 
Кроме этого механизма, в образовании везикул 
принимают участие молекулярный каскад синде-
кан–синтенин–ALIX [16], тетраспанины [17], изме-
нения актинового цитоскелета  [18], нейтральная 
сфингомиелиназа  [19], так же, как и церамид сам 

по себе  [20], и белок, содержащий аррестиновый 
домен (ARRDC1) [21]. Несколько посттрансляцион-
ных белковых модификаций, хорошо известных 
по участию в иных внутриклеточных процессах, 
также принимают участие в упаковке везикул. 
Самым известным примером является убиквити-
нирование  [22]. В  общем, можно заключить, что 
биогенез мВВ задействует многие известные внут-
риклеточные механизмы и клетка не привлекает 
отдельные специальные механизмы для образова-
ния и секреции  мВВ. Механизмы образования и 
секреции эктосом и экзосом во многом одни и те 
же. При этом стоит иметь в виду гетерогенность 
популяций мВВ, так что даже одна и та же клетка 
может секретировать мВВ с помощью разных ме-
ханизмов в зависимости от своего функциональ-
ного состояния.

Фундаментальная роль везикул в сигна-
линге между клетками организма. В  последнее 
время появляется все больше доказательств, что 
мВВ выполняют некоторые важные функции в 
организме. В  частности, предполагается, что по-
средством мВВ клетки организма обмениваются 
информацией друг с другом. В пользу такого пред-
положения постоянно находятся подтверждения, 
вплоть до того, что в некотором смысле отдель-
ные исследователи уже говорят об особой вези-
кулярной системе сигналинга  [23]. Судя по всему, 
впервые идея о том, что мВВ могут являться 
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межклеточными посредниками и представлять 
собой новую систему коммуникации клеток, 
появилась в 90-х  гг. прошлого века  [24]. Работы, 
послужившие основой для возникновения этой 
идеи, касались обмена информацией между клет-
ками иммунной системы. Оказалось, что анти-
генпрезентирующие клетки могут секретировать 
белки главного комплекса гистосовместимости 
II  типа в составе экзосом. Это не очень быстрый 
процесс, но тем не менее с его помощью анти-
генпрезентирующие клетки представляют анти-
ген Т-клеткам.

Возможно, примеров коммуникации посред-
ством мВВ более всего накоплено для клеток го-
ловного мозга. Более того, нетрудно найти свиде-
тельства того, что со структурной точки зрения 
мВВ мозга – это одна из нейромедиаторных систем 
со своими безусловными отличиями от классиче-
ских нейромедиаторов, но и с несомненным сход-
ством  [25]. Олигодендроциты секретируют мВВ, 
которые стимулируют аксональный транспорт в 
окружающих нейронах  [26]. Астроцитарные мВВ 
изменяют спонтанную активность нейронов  [27], 
существенно изменяют вызванную активность 
нейронов  [28], а также изменяют морфологию 
синаптического аппарата нейронов [29]. Нейроны 
секретируют мВВ, влияющие на работу других 
нейронов  [30] и окружающих эндотелиальных 
клеток  [31]. Работы по везикулярной коммуни-
кации в мозге, в принципе, объединены одним 
сценарием: в норме клетки мозга с помощью 
мВВ помогают нейронам выполнять свою работу 
или с помощью мВВ другие клетки мозга оказы-
вают нейронам трофическую поддержку  [32,  33]. 
Однако при возникновении в мозге достаточно 
продолжительной патологической ситуации мВВ 
мозга начинают оказывать губительное действие 
на нейроны  [34].

Таким образом, в настоящее время факт обме-
на информацией между клетками организма по-
средством мВВ не ставится под сомнение. Тем не 
менее молекулярные механизмы адресной достав-
ки мВВ, их интернализации и внутриклеточной 
сортировки изучены совершенно недостаточно. 
Единичные работы указывают на роль специфи-
ческих молекул в распознавании мВВ клетками и 
роль конкретных молекул в составе мВВ в реали-
зации тех или иных функций. Причина в том, что 
такие эксперименты сложны в реализации и для 
их проведения зачастую не хватает возможностей 
соответствующих технологий изучения везикул. 
Такое положение дел, однако, не является препят-
ствием для разработки диагностических тестов и 
даже для создания терапии на основе  мВВ  [35].

Диагностика на основе экзосом и эктосом. 
Последнее время перед экспериментальными 
биологами все шире открываются перспективы 

практического использования экзосом и эктосом. 
Основным направлением практического приме-
нения является диагностика на основе  мВВ, хотя 
и попыток использования везикул для терапии 
тоже немало. Малые  ВВ крови могут эффектив-
но преодолевать гематоэнцефалический барьер, 
а  мВВ, полученные из нервных и глиальных 
клеток, могут быть найдены в периферической 
крови, что позволяет наблюдать результаты изме-
нений в мозге на основании состава мВВ мозга, 
полученных из периферической крови.

Можно сказать наверняка, что лучшие резуль-
таты получены в области диагностики онкологи-
ческих заболеваний с помощью  мВВ. Эта область 
изучена достаточно подробно и некоторые наход-
ки уже проходят клинические испытания. Уже 
первые попытки исследования мВВ в онкологии 
привели к идентификации поверхностных белков 
мВВ раковых клеток [36]. Кроме того, что на осно-
вании таких маркеров можно осуществить диаг-
ностику заболевания, были проведены и исследо-
вания функции мВВ раковых клеток. Оказалось, 
что важная функция мВВ в этой ситуации – подав-
ление иммунитета в преметастатических нишах 
для последующего метастазирования  [37].

Терапевтическое применение мВВ во многом 
сводится к использованию мВВ стволовых кле-
ток для лечения самых разных заболеваний  [38]. 
В настоящее время разрабатываются подходы для 
выделения и культивирования стволовых клеток 
так, чтобы можно было собирать максимальное 
число мВВ  [39]. Полученные везикулы можно 
сохранять и использовать при необходимости 
в качестве средства лечения или предотвращения 
патологий.

МАЛЫЕ ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ  
В КОНТЕКСТЕ АДДИКТИВНЫХ РАССТРОЙСТВ

Как и в психиатрии в целом, в современной 
аддиктологии ведущую роль в патогенезе зави-
симости отводят «функциональному» изменению 
обмена нейромедиаторов. Обобщенный механизм 
ответа нейронов на воздействие  ПАВ представля-
ется таким  [3]: ПАВ воздействует на клетку, изме-
няя работу одной из нейромедиаторных систем; 
активация соответствующих рецепторов приво-
дит к каскаду реакций, запускающему синтез со-
ответствующих молекул, которые, в свою очередь, 
вызывают долговременные изменения в нейроне. 
Очевидно, что долговременные изменения в ней-
роне обеспечивают процессы обучения и памяти, 
в том числе в ответ на употребление (опьяне-
ние и толерантность) и ожидание употребления 
ПАВ  (влечение). Сохранение и поддержание этих 
изменений на молекулярном уровне обеспечи-
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Риc.  2. Место мВВ-сигналинга в патогенезе ПАВ-индуцированных изменений. BDNF – Нейротрофический фак
тор мозга; LTD  – долговременная депрессия; LTP  – долговременная потенциация; АМPА  – α-амино-3-гидрок-
си-5-метил-4-изоксазолпропионовая кислота; NМDA  – N-метил-D-аспартат; ПАВ  – психоактивное вещество; 
Dyn  – динорфины; КРГ  – кортикотропин-рилизинг-гормон; ДА  – дофамин

вает нейропластичность, обусловленная употреб-
лением ПАВ  [40,  41]. Современные исследования 
подтверждают принципиальную роль глиальных 
клеток в обеспечении процессов нейропластич-
ности. Вероятно, мВВ являются связующим зве-
ном между этими хорошо изученными процес-
сами, вовлеченными в патогенез аддиктивных 
расстройств, их положение отражено на  рис.  2. 
Для целевой доставки необходимых молекул мВВ 
представляются эффективным транспортом, так 
как благодаря поверхностным белкам могут до-
стигать непосредственно «адресата», не влияя на 
иные, нецелевые клетки.

Первая функция мВВ в данном контексте  – 
«отправка» сигнальных молекул из астроцитар-
ных клеток для обеспечения долговременных 
изменений в нейронах  [28]. Вторая функция  –  
активация микроглиальных клеток для обеспе-
чения прунинга или других реактивных измене-
ний  [42]. Обнаружена и третья функция  – «рас-
сылка сообщений» к периферическим тканям [43].

При этом нейрон-глиальное взаимодействие 
в значительной степени обеспечивается ATP-
зависимыми процессами и зависит от ионного 
баланса в межклеточном матриксе  [44]. В  иссле-
довании на крысах было показано, что астроци-
ты участвуют в формировании долговременной 
памяти: активация рецепторов к гамма-амино-
маслянной кислоте  (ГАМК) и ацетилхолиновых 
рецепторов (и соответствующих сопряженных 
G-белков) астроцитов влияет на консолидацию 
долговременной памяти через долговременные 
изменения Ca2+, модуляции и экспрессию cFos [45]. 
Также активация рецепторов к дофамину  (DR) 
приводит к долговременным изменениям в ней-
рональных стволовых клетках  [46]. При этом в 
нейрональных стволовых клетках у пациентов с 
психиатрическими расстройствами чувствитель-
ность к дофамину  (ДА) изменена по сравнению 

с клетками психически здоровых людей. Авторы 
из Университета Рио-де-Жанейро выяснили, что в 
центре изменений, вызываемых ДА, лежит важ-
нейший фермент энергетического метаболизма, 
митохондриальная гексокиназа (mt-HK). Таким об-
разом, ДА может выступать как регулятор энерге-
тического метаболизма нейронов, и чувствитель-
ность энергетического метаболизма к  ДА зависит 
от генетической предрасположенности  [46]. Сле-
довательно, нарушения энергетического обмена 
представляются важным звеном патофизиологи-
ческого механизма аддиктивных расстройств. 
В свою очередь, энергетический обмен напрямую 
связан с биогенезом мВВ, что приводит к предпо-
ложению о его связи с изменениями в мВВ-сигна-
линге при наркологической патологии.

В последние десятилетия именно изучение 
генетических основ многих расстройств было в 
центре внимания психиатрического научного 
сообщества. Наиболее значимые ассоциации с 
аддиктивными расстройствами демонстрируют 
полиморфизм генов, кодирующих: белок, связан-
ный с ожирением (fat mass and obesity-associated 
protein, FTO); рецептор к дофамину 2-типа (DRD2) 
и фосфодиэстеразу 4B (PDE4B) [47]. В свою очередь, 
экспрессия генов регулируется эпигенетическими 
изменениями: посттрансляционной модификаци-
ей гистонов, метилированием ДНК и микроРНК 
(некодирующими РНК). Регуляция экспрессии ге-
нов при помощи некодирующих РНК тесно свя-
зана с мВВ, так как такие РНК являются одним из 
самих распространенных «грузов», переносимых 
мВВ  [48]. Роль ВВ в изменении плотности ден-
дритных шипиков и количестве DR была подтвер-
ждена при изучении воздействия оксикодона на 
мышей как внутриутробно, так и в постнаталь-
ном периоде: было установлено, что повышение 
экспрессии miR-504 в мозговых  ВВ приводит к 
уменьшению плотности дендритных шипиков 
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и  повышению экспрессии DRD1 и DRD2  [49]. Ге-
нетически обусловленные особенности функцио-
нирования ЦНС определяют значительную пред-
расположенность к формированию зависимости: 
дети 9–10  лет, никогда не употреблявшие ПАВ, с 
наследственной отягощенностью по синдрому за-
висимости и психическим заболеваниям, имеют 
генетический «профиль», соответствующий высо-
кому полигенному риску зависимости [47]. Также 
существуют данные и о сохранении эпигенетиче-
ских изменений в половых клетках на животных 
моделях  [50].

В контексте репродуктивных функций и сохра-
нения эпигенетических изменений в потомстве 
роль мВВ также представляется весьма значимой. 
В  частности, исследователи из США установили, 
что введение экзосом из спермы потребителей 
кокаина и ВИЧ-положительных людей в клеточ-
ную культуру моноцитов приводит к их адгезии, 
реорганизации цитоскелета и хемотаксической 
миграции  [51]. Вопрос о содержащихся в сперме 
мВВ малоизучен и преимущественно представлен 
данными о предположительных маркерах рака 
простаты.

Было обнаружено, что ПАВ воздействуют на 
многие аспекты биогенеза мВВ, а также на их раз-
меры, количество и «интернализацию». В  экспе-
рименте, проведенном на мышах, было установле-
но, что у мышей, вводивших себе самостоятельно 
кокаин, в микроглиальных клетках и астроцитах 
прилежащего ядра было значительно снижено ко-
личество «интернализированных» флуорисцент-
но-помеченных нейрональных экзосом  [52]. Этот 
же коллектив авторов ранее продемонстрировал, 
что экзосомы участвуют в регуляции активности 
транспортера глутамата  GLT1, транспортируя из 
нейронов в астроциты miR-124-3p  [53]. В  комби-
нированном исследовании, включавшем экспе-
римент на тканях печени мышей, клеточной 
культуре и образцах человеческих тканей, было 
установлено, что при воздействии повышенного 
содержания алкоголя на гепатоциты повышается 
экспрессия miR-155, и это приводит к снижению 
активности аутофагии и значительному повыше-
нию выработки экзосом  [54]. На  клеточной куль-
туре микроглии (BV-2) были описаны изменения 
в экзосомах после 24- и 72-часового воздействия 
этанола. Было установлено, что количество экзо-
сом уменьшается со временем пребывания клеток 
в алкогольной среде, а также повышается концен-
трация Rab7 и снижается концентрация CD63 [55]. 
В  эксперименте на крысах, самостоятельно вво-
дивших себе никотин в течение 22  дней, было 
установлено, что средний размер мВВ значимо 
увеличивался у крыс женского пола; аналогичный 
эффект наблюдался и у крыс мужского пола, но 
не был статистически значим; также у женских 

особей было обнаружено повышение экспрессии 
генов, задействованных в ESCRT-зависимом и не-
зависимом путях. Кроме этого, исследователями 
обозначен широкий ряд изменений в составе бел-
ков, переносимых мВВ  [56]. Кроме этого, обнару-
жено влияние астроцитарных мВВ, переносящих 
miR-106b-5p [57] и белок sonic hedgehog (SHH) [58], 
на цилиогенез астроцитов с выработанной толе-
рантностью к морфину, что отражает участие мВВ 
и в морфологических изменениях клеток ЦНС.

Вышеописанное позволяет предположить, 
что при воздействии ПАВ на различные клетки 
организма в результате нарушения нормального 
биогенеза мВВ возникают аберрантные варианты 
мВВ, которые воздействуют на нецелевые клетки 
и органы или действуют на целевые, но нежела-
тельным образом или с нежелательной силой. 
Одной из систем, нарушающихся при воздей-
ствии ПАВ, является иммунитет, в патогенезе этих 
изменений играет роль в том числе и непосред-
ственное воздействие дофамина на экспрессию 
воспалительных факторов в иммунных клетках, 
саму клеточную активность и даже модуляцию 
дифференциации Т-лимфоцитов  [59]. Также мно-
гие исследования демонстрируют вовлеченность 
экзосом в межклеточное взаимодействие в ка-
честве переносчиков медиаторов воспаления. 
Испанскими исследователями было описано, что 
изменения в содержимом экзосом, выделенных 
из культуры астроцитов, на которые действовали 
алкоголем в течение 24 часов, включают повыше-
ние хорошо известных связанных с воспалением 
белков  (COX-2), генов  (IL-1B, Traf6, Mapk14, Foxo3) 
и miR  (miR-146a). Но  наиболее важной находкой 
является то, что у астроцитов с «отключенным» 
(knocked out) toll-like рецептор  4 (TLR4) в экзосо-
мах описанные изменения не наблюдаются  [60]. 
С  другой стороны, существуют данные, что кока-
ин повышает активность miR-124, что приводит к 
снижению экспрессии TLR4 и других провоспали-
тельных белков  [61].

В масштабном исследовании Chand  et  al.  [62] 
было обнаружено, что у макак и крыс, вводив-
ших себе самостоятельно метамфетамин обна-
руживается множество изменений в экзосомах. 
Авторы описывают изменение размера экзосом 
с диапазона 100–200  нм до диапазона 50–500  нм, 
а также повышение экспрессии генов, задейство-
ванных в реализации комплекса ESCRT  Alix. Да-
лее, описано повышение количествa поверхност-
ных белков экзосом Alix, TSG101, HSP70 и CD63, 
что авторы интерпретируют как изменение в 
соотношении определенных подтипов экзосом. 
Также было обнаружено, что содержание miR-29a 
повышается только после длительного массив-
ного воздействия на клеточную культуру метам-
фетамином и только в  мВВ, но не в крупных  ВВ.  
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Авторы предполагают, что miR-29a действует че-
рез повышение активности TLR7-сигналинга и 
повышение выработки в микроглии провоспали-
тельных цитокинов IL-1β и TNFα и рецепторов 
CCR5 и CXCR3  [62]. Важной деталью является то, 
что TLR4 и TLR7 являются не только участника-
ми воспалительных реакций, но и участвуют в 
работе эндосомальной системы, что связывает их 
функции с биогенезом  мВВ.

На клеточной культуре было обнаружено, что 
альфа-синуклеин может транспортироваться из 
нейронов в астроциты с помощью экзосом  [63]. 
В  исследовании на обезьянах, самостоятельно 
вводивших себе оксикодон в течение трех лет, в 
выделенных из крови экзосомах нейронального 
и астроглиального происхождения была обнару-
жена достоверно более высокая концентрация 
легких цепей нейрофиламентов, а в выделенных 
из крови экзосомах нейронального происхожде-
ния была обнаружена достоверно более высокая 
концентрация альфа-синуклеина [64]. Повышение 
концентрации этих белков в экзосомах в крови 
коррелировало со снижением объема лобных и 
теменных долей. Довольно неожиданным ока-
залось, что размер экзосом в группе животных, 
хронически употреблявших оксикодон, составил 
133  нм, что достоверно выше, чем размер экзо-
сом в крови контрольных животных  (102  нм). 
Концентрация нескольких микроРНК различает-
ся в экзосомах нейронального, астроглиального 
и микроглиального происхождения у контроль-
ных и хронически наркотизировавшихся живот-
ных  [64]. Также исследователи из Университета 
Небраски обнаружили повышение бета-амилоида 
в астроцитах лобной коры и базальных ганглиев 
макак, зависимых от морфина, а также повто-
рили этот эффект на культуре астроцитов чело-
века, подтвердив повышение количества мВВ, 
переносящих бета-амилоид, а также повышение 
экспрессии провоспалительных медиаторов  [65]. 
Более того, добавление экзосом нейронального, 
астроглиального и микроглиального происхожде-
ния к моноцитам в культуре приводит к провос-
палительному ответу. Авторы предполагают, что с 
помощью везикул из клеток мозга в крови могут 
судить об интенсивности нейродегенерации в го-
ловном мозге. Но и не только, так как экзосомы 
хронически наркотизированных животных по 
многим исследованным показателям отличаются 
от контрольных. Среди этих параметров и содер-
жание микроРНК, и провоспалительный потенци-
ал, и даже такая, казалось бы, оторванная от био-
логического эффекта характеристика, как размер. 
Все исследование говорит о том, что экзосомы 
крови могут служить источником информации о 
самых разнообразных процессах, происходящих 
в мозге при хронической наркотизации. Связь 

обнаруживаемых в периферической крови мВВ 
с нейровоспалением была подтверждена экспе-
риментально: экзосомы, полученные из плазмы 
мышей, которые получили инъекции с липополи-
сахаридом Escherichia coli, вводили внутривенно 
интактным мышам, после чего наблюдали у них 
повышение экспрессии многих факторов воспале-
ния, а также микроглиоз и астроглиоз  [66].

На клеточной культуре мононуклеарных 
клеток крови, выделенных из плазмы здоровых 
доноров, зараженных ВИЧ и подвергнутых воз-
действию морфина, было установлено, что суще-
ствуют дозозависимые изменения регулирую-
щих воспаление микроРНК (miR-627-5p, miR-378e, 
miR-150-5p, miR-1290), при этом уровень miR-1290 
был в 12  раз выше в мВВ исследуемых клеток, 
чем в мВВ контрольных  [67]. В  Университете 
Нью-Джерси было установлено, что в микрогли-
альных экзосомах, выделенных посмертно из 
гипоталамуса крыс, подвергавшихся ежедневно-
му воздействию алкоголя, повышено содержание 
таких апоптотических факторов, как C1q-белок 
комплемента, мембраноатакующий комплекс и 
активные формы кислорода  [68]. На  клеточной 
культуре микроглиальных клеток были проде-
монстрированы нарушения биогенеза и измене-
ние состава микроглиальных экзосом, а также 
изменение экспрессии экзосомальных белков под 
воздействием кокаина  [69]. Оказывается, под дей-
ствием этого психостимулятора меняется внутри-
клеточная экспрессия малых GTPаз семейства Rab, 
так что можно обоснованно предположить изме-
нение внутриклеточного транспорта везикул. Об-
наруженное авторами снижение секреции экзо-
сом может быть связано как раз с изменением 
внутриклеточного траффика, скажем, изменени-
ем доли МВТ, попадающих в лизосомы для после-
дующей деградации. Также авторы обнаружили 
некоторое снижение жизнеспособности клеток 
под действием кокаина. В  другом исследовании 
в мВВ, выделенных из мозга мышей, подвергав-
шихся воздействию кокаина в течение 12  дней, 
было выявлено повышение ганглиозида  GD1a у 
мышей мужского пола, что говорит о наличии 
половых различий в липидном составе в ответ 
на воздействие кокаина  [70].

В комбинированном исследовании, включав-
шем оценку микроРНК во внеклеточных везику-
лах людей и эксперимент на мышах, было про-
демонстрированно, что во время алкогольной 
интоксикации у женщин и мышей женского 
пола повышаются уровни противовоспалитель-
ных микроРНК miR-146a-5p, miR-21-5p, miR-182-5p, 
а у мужчин они понижаются. В  коре головного 
мозга мышей женского пола этанол снижал 
уровни miR-146a-5p и miR-21-5p и одновременно с 
этим повышал экспрессию генов воспалительных  
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молекул Traf6, Stat3 и Camk2a [71]. В  небольшом 
исследовании (6  пациентов с синдромом зависи-
мости от алкоголя и 6  здоровых добровольцев) 
было выделено 149  повышенных и 105  снижен-
ных кольцевых РНК, содержавшихся в экзосомах 
плазмы. Было установлено, что has-circ-0004771 
потенциально может быть чувствительным био-
маркером тяжести синдрома зависимости от ал-
коголя  [72].

Китайские исследователи изучили 140  па-
циентов мужского пола, проходящих лечение 
в Медицинском Университете Кунмина с янва-
ря  2018  г. по октябрь  2019  г.: 60  зависимых от ге-
роина, 60 зависимых от метамфетамина и 20 здо-
ровых контролей. Они обнаружили, что уровни 
экзосомальных hsa-miR-451a и hsa-miR-21a обла-
дают прогностической способностью (0,966 и 0,861 
(area under curve,  AUC)) для героина и метамфе
тамина соответственно). Также обнаружено, что 
повышение уровня hsa-miR-744–5p было ассоции-
ровано с острой фазой синдрома отмены и поло-
жительно коррелировало с уровнем серотонина 
у зависимых от героина и метамфетамина  [73]. 
На  этой же выборке была установлена связь ме-
жду miR-92a-3p, miR-363-3p, miR-16-5p, miR-129-5p 
и общим баллом по шкале тревоги Гамильтона. 
miR-92a-3p, miR-363-3p, miR-16-5p и miR-129-5p зна-
чимо коррелировали с общим баллом по шкале 
депрессии Гамильтона у пациентов, зависимых 
от метамфетамина, но не от героина. Исследо-
ватели предполагают, что эти микроРНК смогут 
послужить биомаркерами особенностей психо-
патологической картины  [74].

В исследовании, включавшем 37  пациентов, 
зависимых от метамфетамина, и 35  сопостави-
мых по возрасту и полу здоровых добровольцев, 
было выявлено устойчивое снижение концентра-
ции miR-137, отвечающей за нейрогенез и созре-
вание нейронов, у пациентов во время синдро-
ма отмены метамфетамина в циркулирующих в 
периферической крови мВВ  [75]. В  исследовании, 
включавшем 20 пациентов, зависимых от героина 
и воздерживающихся в течение 7–14 дней (ранняя 
ремиссия), 21  пациента, воздерживающихся при-
близительно в течение года (пролонгированная 
ремиссия), и 38  сопоставимых по возрасту здо-
ровых добровольцев, были установлены особен-
ности воспалительного ответа. В  период ранней 
ремиссии были повышены уровни транскрип-
ции хемокинов PF4 и PPBP. На  этапе пролонги-
рованной ремиссии было обнаружено повышение 
количества РНК, ответственных за CD74, HLA-E, 
SELENOH-205, RPL18-207, ABCA7, RIG-1-подобный 
рецептор  [76]. Экзосомы в крови этих пациентов 
содержали длинные некодирующие РНК, которые 
также могут быть вовлечены в повышение про-
воспалительного ответа у пациентов с зависимо-

стью. В  исследовании на выборке пациентов со 
сформированным в раннем возрасте синдромом 
зависимости от каннабиноидов было показано 
повышение концентрации в мозговых мВВ про-
пердина и белка SHANK1, которые также участву-
ют в регуляции воспаления и синаптогенеза  [77].

Американскими исследователями была изуче-
на выборка ВИЧ-позитивных субъектов, которых 
разделили на группы в зависимости от потребле-
ния алкоголя и табака. На этой выборке были по-
казаны статистически значимые различия между 
здоровыми добровольцами, пациентами с ВИЧ и 
курильщиками по концентрации пропердина, а 
также здоровыми, пациентами с ВИЧ и потреби-
телями алкоголя по концентрации хемопексина 
в мВВ  [78]. Этой же группой исследователей, на 
той же выборке, было показано повышение кон-
центрации GFAP и L1CAM в циркулирующих в 
периферической крови мВВ у ВИЧ-положитель-
ных потребителей алкоголя и табака по сравне-
нию с контрольной группой [79]. Также ими были 
обнаружены некоторые различия между содержа-
нием интерлейкинов и хемокинов в плазме и в 
экзосомах пациентов с ВИЧ, употребляющих и не 
употребляющих алкоголь и табак, однако иссле-
дование было проведено на выборке из 15  чело-
век, что значительно усложняет интерпретацию 
результата, кроме того, некоторые из искомых ци-
токинов не определялись в образцах вообще  [80]. 
В  табл.  1 кратко резюмированы все потенциаль-
ные биомаркеры, описанные выше в тексте.

Терапевтический потенциал экзосом при нар-
кологической патологии также был обнаружен в 
ряде исследований. Например, экзосомы, выде-
ленные из стволовых мезенхимальных клеток, 
снижали потребление алкоголя крысами, умень-
шали признаки оксидативного стресса, нейро-
воспаление, активацию астроцитов и плотность 
микроглии, а также повышали экспрессию GLT1 
в  прилежащем ядре  [81]. В  исследовании испан-
ских ученых, проведенном на молодых мышах, 
было установлено, что внутривенное введение 
экзосом, выделенных из стволовых мезенхималь-
ных клеток, предотвращает развитие нейровоспа-
ления, снижая активность ответственных генов,  
а также уменьшает повреждение миелина и си-
напсов, что в результате положительно сказыва-
ется на когнитивных функциях  [82]. Кроме этого, 
было показано, что ВВ, загруженные lincRNA-
Cox2-siRNA, при интраназальном введении могут 
останавливать пролиферацию микроглии, вызван-
ную бактериальным липополисахаридом  [42].

Таким образом, эффекты от воздействия ПАВ 
на мВВ-сигналинг обнаруживаются во многих 
контекстах: распространяемых в экзосомах сиг-
нальных микроРНК, ассоциированных с регуля-
цией воспаления; изменении биогенеза экзосом 
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Таблица  1. Грузы мВВ, обнаруженные в исследованиях за последние годы, рассматриваемые в качестве 
потенциальных маркеров

Материал Потенциальный маркер Ассоциированный процесс Ссылка

Крысы, получавшие  
оксикодон 14  дней miR-504

изменения в экспрессии  
рецепторов к дофамину 

DRD1 и DRD2
[49]

Сперма ВИЧ-позитивных  
потребителей наркотиков

обратная транскриптаза,  
p24-антиген для ВИЧ,  

бензоилэкгонин
прогрессия ВИЧ  

и употребление кокаина [51]

Мыши, вводившие себе  
кокаин

нарушение интернализации  
экзосом

нарушение нейрон- 
глиального сигналинга [52]

Препарат мозга мышей miR-124-3p
повышение активности 
транспортера глутамата  

астроцитов
[53]

Культура клеток мышиной  
и человеческой печени  
после воздействия этанола

miR-155
снижение аутофагии  

гепатоцитов и повышение 
количества экзосом

[54]

Культура микроглиальных 
клеток после воздействия 
этанола

повышение концентрации Rab7; 
снижение концентрации CD63

нарушение биогенеза  
экзосом [55]

Мозг крыс

мужского пола: циклин  Y, GABAA 
(γ2-длинная изоформа), ATP-цитрат 

синтаза, долихол-фосфат  
манносилтрансфераза  

1-субъединица, мезодермальный 
специфический транскрипт  

гомолога белка женского  
пола: аквапорин-1, эзрин,  

фосфотидилинозитол 5-фосфат  
4-киназа 2α-типа

различные регуляторные 
функции [56]

Культура астроцитов  
мышей с выработанной  
толерантностью к морфину

miR-106b-5p активация цилиогенеза  
через экспрессию CEP97 [57]

Культура астроцитов  
мышей с выработанной  
толерантностью к морфину

sonic hedgehog-белок (SHH)
увеличение числа  

обладающих цилией  
астроцитов и ее длины

[58]

Культура астроцитов  
после воздействия этанола

белок COX-2; гены IL-1B, Traf6, 
Mapk14, Foxo3; miR-146a

провоспалительные  
изменения, зависимые  

от активности TLR4
[60]

Макаки и крысы,  
самостоятельно вводившие 
себе метамфетамин

Alix, TSG101, HSP70 и CD63; miR-29a; 
изменение размера экзосом

изменение биогенеза,  
провоспалительные  

изменения микроглии
[62]

Культура клеток SH-SY5Y  
после воздействия  
метамфетамина

α-синуклеин когнитивный дефицит [63]

Экзосомы нейронального  
и астроглиального  
происхождения,  
выделенные из крови  
обезьян, самостоятельно  
вводивших себе оксикодон  
в течение трех лет

α-синуклеин; легкие цепи  
нейрофиламента когнитивный дефицит [64]
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Таблица 1 (окончание)

Материал Потенциальный маркер Ассоциированный процесс Ссылка

Астроциты, полученные  
из препарата мозга макак, 
получавших морфин

токсичные формы амилоида когнитивный дефицит [65]

Культура периферических 
моноцитов, зараженных 
ВИЧ, на которые  
воздействовали морфином

miR-627-5p, miR-378e, miR-150-5p, 
miR-1290

множество предполагаемых 
сигнальных путей,  
ассоциированных  

с модуляцией воспаления
[67]

Культура микроглиальных 
клеток, на которые  
воздействовали алкоголем

C1q-белок комплемента активация  
провоспалительных путей [68]

Культура микроглиальных 
клеток

экспрессия малых GTPаз  
семейства Rab биогенез мВВ [69]

Мозг мышей, получавших 
кокаин

GD1a ганглиозид повышен  
у мужских особей регуляция BDNF [70]

ВВ женских и мужских  
особей мышей, а также  
женщин и мужчин после 
воздействия этанола

у женских особей и женщин:  
повышение экспрессии miR-146a-5p, 

miR-21-5p, miR-182-5p, miR-146a-5p, 
miR-21-5p; повышение экспрессии 

генов Traf6, Stat3, Camk2a

провоспалительный ответ [71]

Люди с синдромом  
зависимости от алкоголя hsa-circ-0004771 модуляция различных  

клеточных процессов [72]

Люди с синдромом  
зависимости от героина  
и от метамфетамина;
острая фаза синдрома  
отмены героина  
и метамфетамина

различия между зависимыми  
людьми и контрольной группой:  

hsa-miR-451a и hsa-miR-21a;  
в острой фазе синдрома отмены:  

hsa-miR-744–5p

модуляция различных  
клеточных процессов [73]

Плазма пациентов,  
зависимых от героина  
и метамфетамина

miR-16-5p, miR-129-5p, miR-363-3p, 
miR-92a-3p

синаптогенез, клеточная  
адгезия, фокальные  

контакты и комплекс  
гистосовместимости II  типа

[74]

Люди в период синдрома  
отмены метамфетамина miR-137 регуляция клеточных  

функций [75]

Люди, зависимые  
от героина, в период  
ранней ремиссии  
(7–14  дней)  
и прологнированной  
ремиссии (около года)

во время ранней ремиссии:  
хемокины PF4 и PPBP;  

во время пролонгированной  
ремиссии: повышение  

количества РНК, кодирующих CD74, 
HLA-E, SELENOH-205, RPL18-207, 

ABCA7, RIG-1-подобный рецептор

иммунитет [76]

Плазма пациентов  
с зависимостью  
от каннабиноидов

пропердин, SHANK1 регуляция воспаления  
и синаптогенез [77]

Плазма ВИЧ-позитивных  
потребителей алкоголя  
и табака

хемопексин, пропердин регуляция воспаления [78]

мВВ, выделенные  
из крови ВИЧ-позитивных  
потребителей алкоголя  
и табака

GFAP и L1CAM белки, идентифицирующие 
происхождение мВВ [79]
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Рис.  3. Иллюстрация предложенной авторами обзора гипотезы об участии мВВ в патогенезе наркологиче-
ских заболеваний. На рисунке условно обозначена система из астроцита  (слева), микроглии  (в верхней ча-
сти) и нейрона  (справа). Ниже разделительной линии представлены «быстрые изменения»: 1)  при первых 
воздействиях ПАВ на нейрон реализуются механизмы синаптогенеза, запускающие выделение мВВ, содер-
жащие факторы, снижающие провоспалительную активность, и «запросы» на поддержку синаптогенеза в 
астроците; 2)  астроцит в ответ на «запрос» нейрона выделяет мВВ, содержащие противовоспалительные 
факторы и факторы, поддерживающие синаптогенез; 3)  это обеспечивает консолидацию нейронных свя-
зей и снижение активности микроглиальных клеток; 4)  параллельно ПАВ нарушают метаболизм клеток, 
что приводит к накоплению кальция и активных форм кислорода внутри клетки. Выше разделительной 
линии представлены «медленные изменения»: 1)  накопление энергетических и ионных нарушений приво-
дит к нарушению биогенеза везикул; 2)  в результате повышается выработка провоспалительных факторов  
и патологических белков; 3)  это, в свою очередь, приводит к активации микроглии, снижению синапто-
генеза и нарушению нормальной нейрофизиологии. ΔFosB  – дельта-FosB-белок; BDNF  – нейротрофический 
фактор мозга; Ca2+ – ионизированный кальций; cAMP – циклический аденозинмонофосфат; GluR – рецептор 
к глутамату; NМDAR  – N-метил-D-аспартат-рецептор; mt-HK  – митохондриальная гексокиназа; АФК  – актив-
ные формы кислорода

микроглиальными клетками, ответственными за 
иммунный ответ; повышении количества пато-
логических белков. К  сожалению, большинство 
из этих данных могут лишь в незначительной 
степени быть экстраполированы на клиническую 
действительность и оставляют большое простран-
ство для рассуждения.

Авторами, по результатам обзора, была сфор-
мулирована гипотеза, представленная на рис.  3: 
предполагается, что существует два этапа клеточ-
ного ответа на воздействие ПАВ в контексте мВВ. 
Первый из них – «быстрый» и обусловлен воздей-
ствием ПАВ непосредственно на рецепторы кле-
ток  ЦНС и запуск молекулярных каскадов, при-

водящих в результате к изменению в процессе 
биогенеза и «загрузки» мВВ. Эти изменения, веро-
ятно, лежат в основе процессов нейропластично-
сти, то есть обучения и памяти.

Второй  – «медленный» и, вероятно, связан с 
накоплением «воспалительно-подобных» изме-
нений и нарушением клеточного метаболизма. 
В  нем мВВ играют роль основных модуляторов 
воспаления, активации иммунитета и, возможно, 
сенсибилизации иммунных клеток к собствен-
ным антигенам. Эти изменения могут играть 
роль в формировании когнитивного дефицита и 
нарушении импульс-контроля, ассоциированного 
с длительным употреблением  ПАВ.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Накопленные к настоящему времени данные 
позволяют заключить, что изучение экзосом и 
других малых внеклеточных везикул в свете ад-
диктивных расстройств является весьма перспек-
тивным направлением. Ключевое преимущество 
везикул, свободно циркулирующих в перифери-
ческой крови, перед другими биологическими 
маркерами – возможность прохождения гематоэн-
цефалического барьера. Резонно будет предполо-
жить, что в результате подробного изучения роли 
мВВ в патофизиологических процессах, лежащих 
в основе аддиктивных расстройств, возможно 
будет обнаружить многофункциональные био-
маркеры. Во-первых, выявление чувствительных 
и специфичных различий между особенностями 
мВВ здоровых людей и людей со сформирован-
ной зависимостью может обеспечить реализацию 
ранней диагностики и выявление групп риска. 
Во-вторых, выявление изменений в процессах, в 

 которых участвуют  мВВ, на фоне сформирован-
ной зависимости может позволить обнаружить 
новые терапевтические мишени для разработки 
лечебных методик. И, в-третьих, с помощью мо-
ниторинга  мВВ, вероятно, возможно изучение 
ответа на терапию не только по клиническим 
признакам, но и на молекулярном уровне.
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The studying the role and condition of small extracellular vesicles (sEV) in mental and addictive dis-
orders is an extremely promising area. SEV contain proteins on the membrane that protect against 
destruction by their own immunity, and due to their size, they are able to cross the blood-brain 
barrier. These properties make it possible to consider sEV as potential biomarkers reflecting the pro-
cesses occurring in the brain, and at the same time available for study in peripheral blood samples. 
Studies have shown that the amount, biogenesis and contents of explosives change significantly when 
exposed to psychoactive substances both in  vitro and in  vivo. The results of the analysis of modern 
literature demonstrate the presence of numerous potential markers of addictive pathology among 
the loads carried by sEV, nevertheless, the real diagnostic significance of each of them requires to 
be studied. Many data indicate the effect of psychoactive substances on GTPases of the Rab family, 
Toll-like receptors, the complement system and cytokines. Also, in several studies, sex differences in 
sEV changes were found in response to substance exposure. Most studies indicate the involvement of 
sEV in the regulation of neuroinflammatory processes, interaction between glial cells and neurons, as 
well as between peripheral cells and cells of the central nervous system. The authors of the review 
formulated a hypothesis about the presence of two mechanisms-stages in which sEV is involved: 
“fast”  – in response to the effects of substances, providing neuroplasticity, and “slow”  – the result 
of  impaired biogenesis of sEV and the appearance of aberrant vesicle variants.

Keywords: small extracellular vesicles, exosomes, biomarkers in psychiatry, addictology, fundamental 
mechanisms of addictive disorders, dependence syndrome
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За последнее десятилетие жидкостная биопсия (ЖБ) стала одним из рутинных диагностических 
тестов, применяемых в практической онкологии. Её возможности включают раннюю диагно-
стику, молекулярное типирование, уточнение прогноза онкологических заболеваний, а также 
предсказание и мониторинг ответа опухоли на терапию. Обычно ЖБ представляет собой экс-
тракцию из плазмы крови и молекулярный анализ только одной из фракций опухоль-ассо-
циированных молекул или клеточных элементов  – циркулирующих опухолевых ДНК (цоДНК), 
опухолевых клеток (ЦОК), РНК (цоРНК) или содержимого внеклеточных везикул (экзосом, ВВ). 
Несмотря на техническое совершенство методов молекулярного анализа циркулирующих онко-
маркеров, такой вариант диагностики имеет ограниченную информативность. У значительного 
числа онкологических пациентов (10–50% случаев, в зависимости от типа опухоли) не удаётся 
выявить и проанализировать ни одного из этих аналитов, несмотря на наличие в организме 
крупных прогрессирующих неопластических очагов. Есть основания полагать, что разнородные 
фракции циркулирующих в крови опухоль-специфических биомаркеров дополняют друг друга, 
и что одновременный анализ нескольких фракций поможет не только повысить чувствитель-
ность метода, но и более точно охарактеризовать и спрогнозировать клиническую ситуацию. 
Данный обзор рассматривает возможности и преимущества применения комбинированного 
мультипараметрического подхода к ЖБ, подразумевающего тестирование нескольких цирку-
лирующих аналитов в одном образце крови.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: жидкостная биопсия, цоДНК, экзосомы, ЦОК, цоРНК, белковые онкомаркеры, 
прогностические маркеры, предиктивные маркеры, рак.

DOI: 10.31857/S0320972524110121 EDN: IKGNCM

Принятые сокращения: BB  – внеклеточные везикулы; ЖБ  – жидкостная биопсия; РЖ  – рак желудка; РЛ  – 
рак лёгкого; РМЖ – рак молочной железы; РП – рак простаты; РПЖ – рак поджелудочной железы; РТК – рак 
толстой кишки; РЯ – рак яичника; цоДНК – циркулирующая опухолевая ДНК; ЦОК – циркулирующие опухо-
левые клетки; CA-125  – раковый антиген-125; PSA  – prostate-specific antigen, простатический специфический 
антиген.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

За последние десятилетия жидкостная био-
псия (ЖБ) преодолела путь от сугубо эксперимен-
тальной методики до рутинного диагностическо-
го инструмента, внедрённого в онкологическую 
практику. Её возможности включают раннюю 

диагностику, молекулярное типирование, уточне-
ние прогноза онкологических заболеваний, а так-
же предсказание и мониторинг ответа опухоли на 
терапию. Одним из примечательных свойств ЖБ 
является способность преодолевать ограничения, 
присущие традиционной «тканевой» биопсии. 
Обходя такие сложности, как пространственная 
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Рис. 1. Циркулирующие в периферической крови молекулы и клеточные элементы опухолевого происхо-
ждения, используемые для ЖБ

гетерогенность и травматичность серийного забо-
ра материала, ЖБ позволяет в режиме реального 
времени анализировать развивающуюся картину 
заболевания, обеспечивает количественную и ка-
чественную оценку эволюции опухоли.

Самый распространённый и стандартизо-
ванный вариант ЖБ подразумевает использо-
вание свободно циркулирующих опухолевых 
ДНК (цоДНК), поскольку этот аналит проще всех 
остальных поддаётся экстракции, количествен-
ной оценке и в значительных количествах при-
сутствует даже на начальных этапах заболевания. 
Несколько реже в клинических целях анализи-
руют циркулирующие в кровотоке опухолевые 
клетки (ЦОК) и экзосомы, в которых нуклеиновые 
кислоты и белки защищены от деградации мем-
бранами. За истекшее десятилетие более ста цир-
кулирующих в крови опухолевых белков были 
одобрены для клинической диагностики [1]. Сами 
по себе протеины сыворотки крови не являются 
достаточно надёжными предикторами, однако их 
включение в цоДНК-панели увеличивает инфор-
мативность ЖБ, особенно в отношении опухолей 
на ранних стадиях  [2].

Наряду с этими более привычными маркерами 
в последние годы становятся всё более значимы-
ми и другие молекулы опухолевого происхожде-

ния, свободно циркулирующие в биологических 
жидкостях (рис.  1). Применение высокочувстви-
тельных техник на базе РНК-секвенирования по-
зволило выявить и охарактеризовать разнообраз-
ные фракции дрейфующих в крови опухолевых  
РНК, в частности, таких молекул как информаци-
онные (мРНК), длинные некодирующие (lncRNA, 
lncРНК), микроРНК (miRNA), кольцевые (cirRNA, 
циркРНК) и транспортные (тРНК) РНК  [3,  4]. С  по
мощью сканирующей лазерной цитометрии и 
иммуноферментного анализа было показано, 
что одновременно с «каноническими» неоплас-
тическими клетками из злокачественного очага 
в кровеносное русло проникают и другие эле-
менты  – мезенхимальные и эпителиально-мезен-
химальные ЦОК (EMT-CTC), ассоциированные с 
опухолью макрофагоподобные клетки (cancer-
associated macrophage-like cells, CAMLs), гибриды 
раковых клеток и макрофагов (dual-positive cells, 
DPcells), свободные митохондрии и т.д.  [5,  6]. Соот-
ношение фракций этих клеток и их молекуляр-
ные особенности отражают процессы, происходя-
щие в «материнской» опухоли, и могут служить 
прогностическими маркерами, дополняя возмож-
ности традиционной ЖБ. Наряду с плазмой крови 
в качестве источника циркулирующих опухоль-
специфических маркеров могут быть использо-
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ваны и другие биологические жидкости  – моча, 
спинномозговая жидкость, плевральная или пе-
ритонеальная жидкость, слюна и др.  [7].

Данный обзор рассматривает преимущества 
применения комбинированного подхода к ЖБ, 
подразумевающего тестирование нескольких 
циркулирующих аналитов в одном образце крови 
(т.н. мультипараметрическая ЖБ). Есть все основа-
ния полагать, что разнородные опухоль-специфи-
ческие биомаркеры не конкурируют, а являются 
комплементарными; таким образом, одновремен-
ный анализ нескольких фракций поможет не 
только увеличить чувствительность метода, но и 
достовернее охарактеризовать и спрогнозировать 
клиническую ситуацию  [8].

МНОГООБРАЗИЕ ЦИРКУЛИРУЮЩИХ  
ОПУХОЛЕВЫХ МАРКЕРОВ

Циркулирующая опухолевая ДНК (цоДНК). 
ЦоДНК представляет собой малочисленную фрак-
цию свободных фрагментов ДНК длиной 160–
2000  пар оснований (п.о.), которые проникают в 
кровеносное русло или в другие жидкости орга-
низма из опухолевого очага в результате разру-
шения неопластических клеток путём апоптоза, 
некроза, пироцитоза или других биологических 
процессов  – активной секреции, эксцизионной 
репарации и т.д.  [9]. ЦоДНК, как правило, более 
фрагментирована, чем внеклеточная ДНК из «здо-
ровых» клеток, эта фракция обогащена фрагмен-
тами длиной 90–150  п.о.  [10]. Период полурас-
пада цоДНК в периферической крови варьирует 
от 15  минут до нескольких часов  [11], что делает 
цоДНК очень подходящим маркером для оцен-
ки динамики опухоли в реальном времени  [12]. 
В  настоящее время этот циркулирующий аналит 
является наиболее изученным; для него оптими-
зированы и стандартизованы методы сбора и про-
цессинга биоматериала  [13,  14].

Прогностическая ценность динамики и состава 
цоДНК подтверждена практически для всех типов 
неоплазм, включая наиболее распространённые и 
социально значимые  – рак лёгкого (РЛ), толстой 
кишки (РТК), молочной железы (РМЖ), яичника 
(РЯ), простаты (РП), меланомы и др.  [15–17]. Кон-
центрация в крови цоДНК при постановке диаг-
ноза, т.е. до начала лечения, может служить про-
гностическим маркером для пациентов с ранним 
РМЖ, РЯ, РЛ, РТК, меланомой [18–21]. Как правило, 
высокий исходный уровень цоДНК коррелирует с 
худшими результатами лечения и показателями 
продолжительности жизни. Быстрое падение 
уровня цоДНК вплоть до полного исчезновения в 
первые сутки или недели после начала таргетной 
терапии  [22,  23], химиотерапии  [24] или иммуно-

терапии  [25] является благоприятным показате-
лем и ассоциируется с лучшим ответом опухоли 
на воздействие и более продолжительным време-
нем до прогрессирования (progression-free survival, 
PFS). Кроме того, анализ цоДНК позволяет охарак-
теризовать спектр молекулярных мишеней опу-
холи, что делает его ценным инструментом для 
выбора таргетного лечения. При этом возможна 
детекция как отдельных мутаций [26], так и инте-
гральных показателей, таких как опухолевая му-
тационная нагрузка (tumor mutation burden, TMB) 
и уровень дефицита гомологичной рекомбинации 
(homologous recombination deficiency, HRD)  [27].

«Золотым стандартом» молекулярного ана-
лиза цоДНК признано использование сверхчув-
ствительных модификаций полимеразной цепной 
реакции (droplet digital PCR (ddPCR), реже BEAMing 
PCR)  [28,  29] и высокопроизводительного секве-
нирования нового поколения (Safe-SeqS, TEC-Seq, 
CAPP-Seq  +  iDES, Duplex Sequencing)  [21,  30]. Счи-
тается, что аналитический этап ЖБ на основе 
цоДНК уже приблизился к пределу своей раз-
решающей способности и позволяет детектиро-
вать даже единичные «мутантные» молекулы, 
циркулирующие в периферической крови в ни-
чтожной концентрации 0,003–0,005%  [31,  32]. Тем  
не менее в значительной доле случаев мутиро-
ванные фрагменты опухолевой ДНК в плазме не 
обнаруживаются никакими методами. На прак-
тике от 10% (рак лёгкого (РЛ), рак прямой киш-
ки, до 50% (рак щитовидной железы (РЩЖ) или 
почки) пациентов оказываются «плазма-негатив-
ными», несмотря на наличие у них достаточно 
больших прогрессирующих неопластических оча-
гов  [33,  34]. Возможным подходом к увеличению 
чувствительности ЖБ является использование 
аберраций метилирования в качестве молекуляр-
ных маркеров  [35], привлечение для экстракции 
цоДНК других биологических жидкостей, контак-
тирующих с неоплазмами (поджелудочный сок, 
спинномозговая жидкость, слюна и др.), а также 
включение в анализ циркулирующих опухолевых 
маркеров иной природы, таких как ЦОК, экзосо-
мы, белки, микроРНК.

ЦОК. Злокачественные клетки, подобно цир-
кулирующим белковым комплексам и нуклеино-
вым кислотам, проникают в кровоток из первич-
ных очагов солидных опухолей. Затем они могут 
выходить из кровеносных сосудов, инфильтри-
ровать ткани, колонизировать «метастатические 
ниши», поэтому исследование их молекулярных 
особенностей очень ценно для понимания биоло-
гических механизмов метастазирования  [36]. ЦОК 
могут дрейфовать в периферической крови как 
отдельные клетки или образовывать кластеры; 
последние обнаруживаются реже, полагают, что 
они более эффективно формируют метастазы  [37].  
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Наличие и количество ЦОК используются для 
определения стадии злокачественного заболева-
ния, а также в роли маркеров его прогрессиро-
вания и вероятности рецидива. Эффективность 
такого применения была продемонстрирована 
при различных локализациях карцином, вклю-
чая РМЖ, РТК, РЛ, РП, рак мочевого пузыря и 
др.  [38,  39]. Появление ЦОК наиболее характерно 
для метастазирующих неоплазм, требующих не-
медленной и интенсивной терапии, в то время 
как медленно растущие или «латентные» опухо-
ли, как правило, не продуцируют ЦОК  [40]. Дру-
гим многообещающим свойством ЦОК является 
то, что они могут сохранять жизнеспособность 
при изоляции и служить материалом для in  vitro 
культивирования, объектом для функциональных 
тестов, в том числе тестирования препаратов  [41] 
или изготовления ксенографтов и других экспери-
ментальных моделей  [42].

Проблема использования ЦОК в качестве 
материала для ЖБ связана с тем, что они состав-
ляют очень небольшую долю от общего числа 
клеток, присутствующих в крови пациента  – 
как правило, не более 1–10  клеток на 10  мл кро-
ви  [43]. Следовательно, их обнаружение и изо-
ляция является технически непростой задачей 
и требует предварительного этапа селекции и 
обогащения. Большинство клинических иссле-
дований ЦОК было выполнено с использова-
нием автоматической платформы CellSearch® 
(«Menarini Silicon Biosystems, Inc.», США, https://
www.siliconbiosystems.com/en-us/cellsearch-system),  
определяющей ЦОК как ядросодержащие клетки, 
экспрессирующие EpCAM и цитокератины  8, 18  
и/или 19, но лишённые CD45. Ограничением ме
тода CellSearch является то, что некоторые ЦОК 
могут претерпевать эпителиально-мезенхималь-
ный переход (ЭМП), в процессе которого теряет-
ся маркер EpCAM  – такие трансформированные 
клетки становятся невидимыми для данной тест-
системы. Чтобы идентифицировать клетки, совер-
шившие ЭМП, рекомендуется использовать марке-
ры пластин-3 и виментин  [44,  45]. Наличие таких 
мезенхимальных ЦОК в кровотоке само по себе 
является плохим прогностическим признаком и 
часто свидетельствует о резистентности опухоли 
к химиотерапии  [46].

Преимущества использования комбинации 
цоДНК и ЦОК для увеличения информативно-
сти ЖБ. Несмотря на существование выраженной 
корреляции между количеством ЦОК и концентра-
цией цоДНК в препаратах крови онкологических 
пациентов, регрессионный анализ данных Shaw 
et  al.  (2017) свидетельствует о том, что эти пока-
затели являются независимыми предикторами 
выживаемости и, следовательно, могут использо-
ваться в комбинации  [47]. Взаимодополняющая 

ценность ЦОК и цоДНК для прогнозирования 
течения РЛ, РМЖ, рака печени, мочевого пузы-
ря, а также детекции минимальной остаточной 
болезни (minimal residual disease, MRD) подчёрки-
вается в целом ряде работ  [48–50]. По сведениям 
Ye et  al.  [51], у больных РМЖ с высоким уровнем 
обоих маркеров в крови риск смерти повышен бо-
лее чем в 17  раз (p  <  0,001). Интересно, что в дан-
ном исследовании синергический эффект цоДНК 
и ЦОК был менее выражен при предсказании 
периода PFS, чем общей выживаемости (overall 
survival, OS), то есть комбинирование маркеров 
даёт незначительные преимущества при анализе 
эффективности конкретной лечебной схемы, но 
является очень показательным для оценки рис-
ков метастазирования, прогрессирования и кли-
нической агрессивности заболевания. Уровень 
цоДНК может демонстрировать сложную дина-
мику в ходе ответа опухоли на лечение, он напря-
мую отражает изменения опухолевой нагрузки в 
режиме реального времени. В то же время про-
никновение в кровоток ЦОК нарастает только 
во время прогрессирования заболевания  [49,  52]. 
Примечательно, что только у 13% пациентов с 
РМЖ, вошедших в клиническое исследование 
COMET, в исходной точке не было обнаружено в 
плазме крови ни цоДНК, ни ЦОК, при этом про-
цент «плазма-негативных» случаев при детекции 
каждого маркера по отдельности был значитель-
но выше  – 26–28%  [53].

Анализ спектра мутаций в цоДНК с помо-
щью метода секвенирования нового поколения 
(next generation sequencing, NGS) в сочетании с 
иммунофенотипированием ЦОК имеет ещё одно 
потенциально важное применение: полученные 
таким образом данные с высокой достоверностью 
предсказывают вероятные маршруты метастати-
ческого распространения первичной опухоли [52].

Циркулирующие внеклеточные везикулы. 
Внеклеточные везикулы (ВВ) представляют собой 
устойчивые фосфолипидные двухслойные пузырь-
ки, активно секретируемые живыми клетками (в 
том числе злокачественными) и в достаточных  
концентрациях циркулирующие в крови, асцит-
ной жидкости, грудном молоке, слюне, спинно-
мозговой жидкости и других биологических 
средах организма  [54]. Полагают, что основным 
назначением ВВ является межклеточная ком-
муникация  [55]. Согласно классификации Extra
cellular Vesicle Association, везикулы различного 
происхождения и размера подразделяются на 
три типа: экзосомы (40–150  нм), микровезику-
лы (40–1000  нм) и апоптотические тельца (800–
5000  нм)  [30,  56]. Экзосомы являются наиболее из-
ученным подтипом ВВ; благодаря стабильности 
в крови, проникающим и миграционным способ-
ностям они влияют на развитие и диссеминацию 

https://www.siliconbiosystems.com/en-us/cellsearch-system
https://www.siliconbiosystems.com/en-us/cellsearch-system
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опухолевых клеток посредством репрограммиро-
вания иммунного микроокружения и молекуляр-
ного транспорта  [57].

Экзосомы наполнены разнообразными моле-
кулами, в основном РНК и белками, которые мо-
гут выполнять роль медиаторов онкологически 
значимых клеточных процессов и, таким обра-
зом, способствовать росту опухоли в отдалённых 
преметастатических нишах  [48]. Помимо белок-
кодирующих РНК, в экзосомальной фракции из 
плазмы крови были обнаружены регуляторные 
микроРНК и lncРНК, тРНК, малые ядрышковые 
РНК (snoRNA) [58]. Все перечисленные экзосомаль-
ные молекулярные маркеры поддаются экстрак-
ции, количественному и качественному анализу 
и, ввиду своего обилия в периферической крови, 
они даже более информативны, чем микроколи-
чества цоДНК или единичные ЦОК  [5]. В отли-
чие от свободно циркулирующих бесклеточных 
молекул, экзосомальные РНК защищены от де-
градации липидной мембраной. Они годятся для 
ранней диагностики, прогнозирования течения 
болезни и, что особенно ценно, мониторинга её 
ответа на терапию в реальном времени, так как 
производятся живыми опухолевыми клетками 
непосредственно в момент воздействия  [48,  59]. 
Важно, что подобные циркулирующие везикулы 
потенциально способны влиять на эффективность 
терапии. Так, например, HER2-положительные 
экзосомы синтезируются клетками РМЖ в каче-
стве «приманки» для анти-HER2-препаратов, тем 
самым ограничивая их активность в отношении 
неопластических клеток  [60]. Экзосомы, синтези
рованные опухолевыми фибробластами, могут 
способствовать приобретению устойчивости нео-
плазмы к радиотерапии за счёт усиления роста 
стволовых клеток и распространению свойств ре-
зистентности между очагами. Предполагается, что 
медиатором этого процесса является микроРНК 
miR-93-5p  [61]. miR-934, miR-186-5p, miR-497-5p и 
miR-29a-3p, переносимые экзосомами, были иден-
тифицированы как регуляторы прогрессии РЛ, что 
позволяет рассматривать их как потенциальные 
биомаркеры [62, 63]. Экзосомальные lncРНК, такие 
как ZEB2-AS1, UFC1 и circUSP7, а также circSATB2 
и опухолевые экзосомальные белки продемон-
стрировали потенциал для ранней диагности-
ки  РЛ  [30,  64]. По некоторым данным, иммуноги-
стохимическая окраска ВВ с большой точностью 
и чувствительностью характеризует статус экс-
прессии в опухоли некоторых клинически значи-
мых молекул, таких как HER2 или PD-L1  [65,  66]. 
На поверхности экзосом располагаются тканеспе-
цифические белки-интегрины, которые обеспечи-
вают доставку содержимого по заданному «адре-
су»  – в клетки преметастатической ниши  [67,  68]. 
Анализ «интегринового кода» экзосом с помощью 

иммуноблоттинга или иммуноферментного ана-
лиза (ELISA) может предоставлять информацию 
о потенциальной локализации метастазов, а по-
верхностные эпитопы мембран дают сведения о 
клетках-продуцентах экзосом  [30].

Ключевым и наиболее сложным этапом моле-
кулярной диагностики на основе экзосом является 
их эффективная экстракция и очистка. Для это-
го разработаны методы с использованием гель-
фильтрационной хроматографии исключения 
по размеру (size exclusion chromatography, SEC), 
преципитационной иммуноаффинной хромато-
графии, микрофлюидики и ультрацентрифугиро
вания  [48,  69]. Техническая нетривиальность пре-
аналитических этапов препятствует широкому 
внедрению этого варианта ЖБ в клиническую 
практику. Привлекательной является идея при-
менения в терапии искусственных экзосом, на-
груженных онкосупрессорными микроРНК или  
токсичными препаратами [70]. Встраивание в мем-
брану таких карго-конструкций специфического 
набора интегринов обеспечит таргетную доставку 
содержимого в опухолевые клетки определённого 
гистотипа  [71].

Белковые маркеры. ЖБ, основанная на обна-
ружении белковых биомаркеров в перифериче-
ской крови, была внедрена в клиническую прак-
тику значительно раньше других разновидностей 
ЖБ, но до сих пор имеет большой потенциал для 
выявления и мониторинга онкологических забо-
леваний  [72]. В табл.  1 представлен обзор цир-
кулирующих белковых маркеров, которые ассо-
циированы с разными видами рака, включая как 
признанные и повсеместно распространённые  
(CA-125, CEA, PSA, NSE), так и менее изученные 
(ITGAV, GAL-1, HE4 и др.). Измерение в крови уров-
ня простатического специфического антигена (pro
state-specific antigen, PSA, ПСА) было рекомендовано 
Управлением по санитарному надзору за каче-
ством пищевых продуктов и медикаментов (Food 
and Drug Administration, FDA) для идентификации 
рака предстательной железы ещё в 1986  году, и 
этот онкомаркер до сих пор широко использует-
ся, однако его реальная клиническая значимость 
постоянно обсуждается. Дело в том, что повышен-
ный уровень PSA специфичен не только для РП, 
но и для других распространённых патологий, 
таких как простатит и доброкачественная гипер-
плазия предстательной железы  [73]. Более того, 
существует целый ряд факторов (возраст, расо-
вая принадлежность, индекс массы тела, приём 
лекарств и др.), которые необходимо учитывать, 
чтобы корректно определять индивидуальное по-
роговое значение этого показателя. По этим при-
чинам диагностика на основании одного только 
PSA в значительной доле случаев приводит к лож-
ноположительным результатам тестирования [74].
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Таблица 1. Белковые онкомаркеры, циркулирующие в крови

Белок Локализация опухоли Комментарий Ссылка

CA-125 РЯ, другие раки: РТМ, РЛ, 
РМЖ, РПЖ, лимфомы входит в CancerSEEK [75, 76]

CEA РТК, РЖ, РМЖ, РПЖ,  
РЛ, РЩЖ входит в CancerSEEK [75, 76]

CA19-9
РПЖ, холангиокарцинома, 

РТК, РЖ, рак пищевода,  
печени

входит в CancerSEEK;  
классический биомаркер [75–77]

HGF РЛ, РТК, рак почки,  
РМЖ, РП

входит в CancerSEEK;  
проангиогенный фактор [75, 76]

OPN РМЖ, РПЖ, рак печени,  
РЯ, РЛ входит в CancerSEEK [75, 76]

MPO РЯ и другие
входил в первую версию 

CancerSEEK; маркер активации 
нейтрофилов

[75]

TIMP-1 РТК, РЖ, РЯ, РПЖ  
и другие 

входит в CancerSEEK;  
хорошо дополняет CA19-9.

Универсальный,  
но низкоспецифичный маркер

[75–77]

PRL РМЖ, РЛ, РЯ (?) входит в CancerSEEK [75, 76]

CA15-3 РМЖ вошёл в новую версию CancerSEEK [76]

AFP рак печени,  
герминогенные опухоли вошёл в новую версию CancerSEEK [76]

HABP2, CD163,  
AFP, PIVKA-II рак печени

достаточная предиктивная 
ценность. Из дополнений к AFP: 
PIVKA-II  – самый ценный маркер

[78]

HE4 РЯ

дополняет CA-125,  
более специфичный,  

менее чувствительный; 
превосходит CA-125 

по  аналитическим показателям 
у  пременопаузальных женщин 

[79]

ITGAV РЯ дополняет CA-125  + HE4 [80]

SEZ6L  РЯ дополняет CA-125  + HE4 [80]

CYFRA21-1 РЛ известный дополнительный  
маркер для РЛ [81]

Pro-SFTPB РЛ известный дополнительный  
маркер для РЛ [82]

NSE

мелкоклеточный РЛ,  
нейроэндокринный  рак,  
нейробластома; другие:  
немелкоклеточный РЛ,  

рак печени, саркома  
Меркеля 

хорошо известный маркер.  
Относительно редкие опухоли [83]

Хромогранин  А  
(chromo-granin  A) нейроэндокринный  рак хорошо известный маркер.  

Относительно редкие опухоли [84]
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Таблица 1 (окончание)

Белок Локализация опухоли Комментарий Ссылка

ProGRP мелкоклеточный РЛ
превосходит более  
традиционный NSE  

при выявлении этой цели 
[81]

S100 меланома хорошо известный маркер [84]

SCC
плоскоклеточный РЛ,  

другие 
плоскоклеточные  раки

низкая чувствительность [81]

PSA РП субоптимальные аналитические  
характеристики [85]

SPARC BRCA1/2+ РЯ 
именно у носителей BRCA1/2  

очень значительно 
повышается концентрация 

при  возникновении  РЯ 
[86]

THBS1 BRCA1/2+ РЯ
именно у носителей BRCA1/2  

очень значительно  
повышается концентрация  

при возникновении РЯ 
[86]

CA  72-4 РЖ, РЯ — [84] 

CA27.29 РМЖ — [84] 

Тиреоглобулин 
(thyroglobulin) РЩЖ — [84]

Кальцитонин  
(сalcitonin) РЩЖ работает в случае мутаций RET 

рекомендации 
Американской 

тиреоидной 
ассоциации 

(ATA 
guidelines)

Мезотелин  
(mesothelin) мезотелиома — [87]

beta-hCG трофобластическая болезнь, 
рак яичка

беременность может  
быть причиной  

ложноположительных  
результатов

[84]

LDH герминогенные опухоли, 
меланома — [88]

β2-микроглобулин  
(beta-2 microglobulin,  
β2-M)

миелома, хронический 
лимфоцитарный лейкоз, 

лимфомы
— [88]

CD20; CD19, CD22,  
CD25, CD30, CD33

неходжкинская лимфома, 
другие гемобластозы — [88]

GAL-1 РПЖ — [89]

GAL-3 РПЖ — [89]

THBS2 РПЖ — [89]

Примечание. РЖ  – рак желудка, РПЖ  – рак поджелудочной железы, РТМ  – рак тела матки, CA-125  – рако-
вый антиген-125
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Другой популярный онкомаркер, содержа-
щийся в сыворотке крови, раковый антиген-125 
(CA-125), на протяжении последних четырёх деся-
тилетий широко применялся в качестве первич-
ного маркера РЯ  [90]. Однако методам, исполь-
зуемым для тестирования уровня CA-125 в крови, 
не хватает чувствительности (~75%) и специфич-
ности (~94%), необходимых для своевременного 
выявления РЯ в популяционных масштабах  [91]. 
Рост уровня CA-125 в сыворотке наблюдается при 
менструации, эндометриозе и беременности, что 
может быть причиной ложноположительного те-
ста в значительном числе случаев  [92,  93]. Высо-
кая концентрация СА-125 в сыворотке обнаружи-
вается у 75–90% больных РЯ на поздних стадиях 
и только в 23–50% случаях раннего РЯ [93]. Таким 
образом, сейчас принято считать, что этот био-
маркер сам по себе не годится для своевременной 
диагностики заболевания, он рутинно использу-
ется для мониторинга эффективности терапии 
только в случаях достоверно установленного по-
вышения уровня СА-125 до начала лечения.

Повысить информативность «белковой» ЖБ 
можно за счёт включения в панели для тестиро-
вания дополнительных белковых маркеров  [1], 
однако даже самые современные протеомные ме-
тоды количественного анализа циркулирующих 
белков не достигают необходимой диагностиче-
ской точности  [2,  94]. Гораздо более перспектив-
ными являются подходы, сочетающие детекцию 
белковых и цоДНК-маркеров, как это было реа-
лизовано, например, в коммерческой панели 
CancerSEEK  [8,  75].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При всём техническом совершенстве методов 
молекулярного анализа циркулирующих онкомар-
керов, ЖБ, выполненная на базе единственного 
аналита, имеет ограниченную информативность. 
Мультипараметрический подход, объединяющий 
результаты тестирования нескольких разнород-
ных циркулирующих фракций, может стать го-
раздо более чувствительным и полнее отражать 
характеристики заболевания  [95,  96]. Однако на-
ряду с дополнительными возможностями в ходе 
реализации такого комбинированного исследова-
ния возникают проблемы, которые важно при-
знать и решить.

Прежде всего, преаналитический этап мульти-
модальной ЖБ, связанный со сбором, хранением 
и подготовкой биоматериала, требует стандарти-
зации и унификации протоколов. Действительно, 
детекция разнородных циркулирующих биомар-
керов  – нуклеиновых кислот, клеток, экзосом и 
белков  – основана на специфических методи-

ках хранения и экстракции. Таким образом, для 
надёжного анализа могут понадобиться разные 
пробирки с консервантами для взятия крови  [97]. 
Следовательно, для проведения комбинирован-
ных тестов будет необходим больший объём кро-
ви, чем обычно требуется, что может оказаться 
затруднительным для пациента. Чтобы миними-
зировать необходимое количество крови и обес-
печить сохранность аналитов, были разработаны 
протоколы, позволяющие параллельно изолиро-
вать несколько биомаркеров из одной аликвоты. 
Так, например, многопараметрический подход 
ELIMA («Всё из одного образца крови») включал 
в себя анализ экзосомальной РНК, мРНК из ЦОК, 
геномной ДНК из ЦОК и цоДНК всего из 18  мл 
крови с ЭДТА  [98,  99]. Интеграция этих четырёх 
аналитов позволила одновременно учитывать 
транскрипционную и геномную сложность опу-
холи; такая модификация ЖБ продемонстрирова-
ла высокую чувствительность и прогностическую 
значимость.

Ещё одним примером успешного примене-
ния мультимодального теста для скрининга он-
кологических заболеваний явилась коммерческая 
панель CancerSEEK, сочетающая девять белковых 
онкомаркеров и 61 мутантный локус в цоДНК.  
В исследовании-прототипе CancerSEEK приме-
нили в отношении 1005  пациентов, у которых 
были диагностированы карциномы восьми раз-
ных локализаций (яичника, печени, желудка, 
поджелудочной железы, пищевода, колоректаль-
ной, лёгких и молочной железы) на разных ста-
диях прогрессирования. Пациентов, выявленных 
при скрининге, подвергали верифицирующему 
исследованию при помощи ПЭТ-КТ. Заболевание 
было детектировано со специфичностью >  99% и с 
чувствительностью 43%, 73% и 78% для стадий  I, 
II и III соответственно. Показано клиническое 
и экономическое преимущество подобного под-
хода перед стандартными рекомендациями по 
диспансеризации. Эти результаты обнадёживают, 
но очевидно, что методу есть куда совершенство-
ваться  – более половины случаев рака I  стадии 
оказались пропущенными  [75,  100]. По-видимому, 
будущее ЖБ лежит именно в области создания 
специализированных мультимодальных пане-
лей, комбинирующих ДНК-, РНК- и белковые 
маркеры клеточного и экзосомального происхо-
ждения с учётом молекулярно-патогенетических 
особенностей опухолей разных локализаций и 
оптимизированных под конкретную задачу  – 
первичный скрининг, детекция остаточной опу-
холи, прогнозирование или мониторинг ответа  
на терапию.
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THE DIVERSITY OF CIRCULATING TUMOR MARKERS:  
A TREND TOWARDS A MULTIMODAL LIQUID BIOPSY

Review

E. S. Kuligina1*, G. A. Yanus1,2, and E. N. Imyanitov1,2

1 N. N. Petrov National Medical Research Center of Oncology,  
197758 St. Petersburg, Russia; e-mail: kate.kuligina@gmail.com

2 St. Petersburg State Pediatric Medical University, 194100 St. Petersburg, Russia

Over the past decade, liquid biopsy (LB) has become a routine diagnostic test essential for the treat-
ment of malignant tumors of various localizations. Its capabilities include early diagnosis, molecular 
genotyping, prognosis, prediction, and monitoring of tumor response. Typically, liquid biopsy involves 
the extraction of a single type of tumor-derived molecules or cellular elements from blood and sub-
sequent molecular analysis. These elements may include circulating tumor DNA (ctDNA), circulat-
ing tumor cells (CTCs), circulating RNA (ctRNA), or the contents of extracellular vesicles (exosomes). 
Despite the technical sophistication of molecular analysis methods for circulating biomarkers, this 
diagnostic approach has limited relevance. In a significant proportion of cancer patients (ranging 
from 10 to 50%, depending on the tumor type), none of these analytes can be detected and analyzed, 
despite the presence of large, progressing neoplastic foci in the body. It seems reasonable to posit 
that heterogeneous fractions of circulating tumor-specific biomarkers complement each other, thus 
the simultaneous analysis of several fractions will not only increase the sensitivity of the method  
but also more accurately characterize and predict the clinical situation. This review examines the 
possibilities and advantages of applying a combined multiparametric approach to liquid biopsy, which 
involves testing multiple circulating analytes in a single blood sample.

Keywords: liquid biopsy, ctDNA, exosomes, CTC, ctRNA, protein tumor markers, prognostic markers, 
predictive markers, cancer
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Матриксные металлопротеиназы ММП-2 и ММП-9 играют важную роль в патогенезе хрониче-
ских заболеваний печени, участвуя в процессах воспаления и фиброза. Их роль в прогрессиро-
вании неалкогольной жировой болезни печени (НАЖБП) мало изучена. Проведен анализ уров-
ней ММП-2, -9 в плазме крови пациентов с разными формами НАЖБП (стеатозом печени  (СП) 
и неалкогольным стеатогепатитом  (НАСГ) слабой  (-СА), умеренной  (-УА), высокой  (-ВА) актив-
ности без выраженного фиброза), оценены корреляционные связи между уровнями ММП-2, -9 и 
мРНК генов MMP2, MMP9, ADAM17, NLRP3, активности каспазы 3 в лейкоцитах периферической 
крови  (ЛПК), ФНОα, ИЛ-6, рИЛ-6Р, фрагментов цитокератина-18 в плазме. При  СП уровни мРНК 
гена MMP2 в ЛПК и ММП-2 в плазме ниже, чем в контроле, и повышена экспрессия гена NLRP3 
в ЛПК относительно других групп. При НАСГ-СА уровень ММП-9 выше, чем у контроля, СП, 
НАСГ-УА, что можно связать с активацией воспаления при трансформации СП в НАСГ. Плазмен-
ный уровень ММП-9 более 389,50  пг/мл диагностически значим для выявления НАСГ-СА среди 
пациентов СП (AUC ROC  =  0,818; 95%-ный доверительный интервал равен 0,689–0,948; p  <  0,001). 
При НАЖБП уровень ММП-9 может быть связан не только с воспалением, но и с апоптозом. 
Вероятно, определенную роль в этой связи играет  ADAM17. При более высокой активности 
НАСГ усилен апоптоз гепатоцитов, повышен уровень активности каспазы  3 в  ЛПК, уровень 
ММП-9 в крови снижен до уровня контроля и  СП. При НАСГ-ВА уровень мРНК гена  ADAM17 в 
ЛПК повышен по сравнению с контролем, НАСГ-СА и НАСГ-УА. Таким образом, ММП-2 и ММП-9 
включены в патогенез НАЖБП уже на ранних стадиях, и их уровень в крови может быть связан 
с наличием и активностью воспаления в паренхиме печени.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: матриксная металлопротеиназа 2, матриксная металлопротеиназа 9, неал-
когольная жировая болезнь печени, стеатоз печени, неалкогольный стеатогепатит, воспаление, 
фиброз, апоптоз, NLRP3, ADAM17.

DOI: 10.31857/S0320972524110136 EDN: IKGIUP

Принятые сокращения: ВКМ  – внеклеточный матрикс; ЗКП  – звездчатые клетки печени; ИГА  – индекс 
гистологической активности; ИЛ – интерлейкин; рИЛ-6Р – растворимый ИЛ-6-рецептор; ИМТ – индекс массы 
тела; ЛПК – лейкоциты периферической крови; ЛПНП и ЛПВП – липопротеины низкой и высокой плотности; 
ММП  – матриксные металлопротеиназы; НАЖБП  – неалкогольная жировая болезнь печени; НАСГ-СА, -УА 
и  -ВА  – неалкогольный стеатогепатит слабой, умеренной и высокой активности; ОХС  – общий холестерин; 
СП  – стеатоз печени; СРБ  – С-реактивный белок; ТГ  – триглицериды; ТИМП  – тканевой ингибитор металло-
протеиназы; ФНОα  – фактор некроза опухоли альфа; ФЦК-18  – фрагменты цитокератина-18; MCP-3  – хемо-
аттрактантный белок-3.
* Адресат для корреспонденции.
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ВВЕДЕНИЕ

Неалкогольная жировая болезнь печени 
(НАЖБП) представляет собой широко распро-
страненное хроническое, медленно прогресси-
рующее метаболическое мультифакториальное 
заболевание, которое является самым частым 
хроническим заболеванием печени в развитых 
странах  [1]. По  последним данным, распростра-
ненность НАЖБП в мире составляет 29–35% среди 
взрослого населения  [2,  3] и продолжает быстро 
расти  [4]. В  России НАЖБП также является чрез-
вычайно распространенным хроническим заболе-
ванием печени во взрослой популяции. Согласно 
последнему анализу мультицентровых исследова-
ний, обобщенная распространенность НАЖБП в 
России составляет около 32% [5]. Сложные патоге-
нетические механизмы НАЖБП включают в себя 
липотоксичность вследствие избыточного накоп-
ления липидов в печени, развитие инсулиноре-
зистентности, воспаления, гибели гепатоцитов и 
фиброза и отличаются стадийностью течения от 
стеатоза к стеатогепатиту и циррозу печени [6–9]. 
В  настоящее время патогенез прогрессирования 
НАЖБП объясняется теорией «множественных 
ударов» (multiple hit hypothesis), согласно которой 
на генетически предрасположенных к НАЖБП 
лиц синергетически действует множество факто-
ров (резистентность к инсулину, выработка ади-
покинов, факторы питания, микробиом кишеч-
ника и другие), ряд разнообразных параллельных  
процессов способствуют развитию стеатоза и вос-
паления печени [10–12]. Под воздействием диети-
ческих, экологических факторов, ожирения нару-
шается липидный обмен (повышается уровень 
свободных жирных кислот и холестерола) [13,  14] и 
развивается инсулинорезистентность  [15], форми-
руется дисфункция и усиливается пролиферация 
адипоцитов  [16], а также происходят изменения 
в кишечном микробиоме  [17]. Гиперинсулинемия, 
вызванная резистентностью к инсулину, приво-
дит к стеатозу за счет увеличения липогенеза в 
печени de  novo  [13], снижения окисления свобод-
ных жирных кислот и секреции липопротеинов  
очень низкой плотности (ЛПОНП) в печени и уве-
личения оттока свободных жирных кислот из-за 
усиления липолиза из жировой ткани  [18]. После 
развития стеатоза печень становится более уяз-
вимой для «множественного воздействия», вклю-
чая бактериальные токсины кишечного проис-
хождения, дисбаланс адипокинов/цитокинов, 
митохондриальную дисфункцию, окислительное 
повреждение, нарушение регуляции апоптоза 
гепатоцитов, высвобождение профиброгенных 
факторов и провоспалительных медиаторов из 
поврежденных органелл и активацию звездчатых 
клеток печени  (ЗКП) и клеток Купфера  [7,  16]. 

Действующие многочисленные факторы могут 
совместно стимулировать воспаление, апоптоз и 
фиброз, что в конечном итоге приводит к про-
грессированию НАЖБП (к  НАСГ и циррозу пече-
ни)  [16]. Согласно стадиям, выделяют ряд кли-
нико-морфологических форм НАЖБП: стеатоз, 
неалкогольный стеатогепатит  (НАСГ) (с фиброзом 
или без) и цирроз печени  [19,  20]. НАСГ пред-
ставляет собой воспалительную инфильтрацию 
паренхимы и стромы печени с наличием балон-
ной дистрофии гепатоцитов и очаговых некро-
зов и является промежуточным и центральным 
звеном среди последовательных стадий одного 
патологического процесса (неалкогольного стеа-
тоза и неалкогольного стеатофиброза). Стеатоз 
печени  (СП)  – ранняя форма  НАЖБП, характе-
ризующаяся доброкачественным клиническим 
течением, тогда как НАСГ отличается прогресси-
рующим течением. Фиброз при НАСГ ассоцииро-
ван с повышенным риском сердечно-сосудистых 
заболеваний, злокачественных новообразований 
и смертности при НАСГ [19,  21]. Ключевые пробле-
мы диагностики НАЖБП  – дифференциация НАСГ 
от простого стеатоза, выявление фиброза печени 
и поиск малоинвазивных альтернатив биопсии 
печени, которая имеет серьезные ограничения и 
может не отражать истинной картины повреж-
дения, воспаления и фиброза вследствие малого 
объема ткани  [22]. Кроме того, острой проблемой 
диагностики НАЖБП является консенсус относи-
тельно определения НАЖБП и диагностических 
критериев  [23,  24]. В  настоящий момент идет об-
суждение по поводу замены термина «НАЖБП» на 
термин «МАЖБП» – метаболически ассоциирован-
ная жировая болезнь печени (жировая болезнь 
печени, связанная с метаболической дисфункци-
ей)  [25,  26]. Считается, что, в отличие от НАЖБП, 
МАЖБП представляет собой «активный» диагноз, 
основанный на наличии избыточного веса/ожи-
рения или, у худощавых субъектов, на сочетании 
метаболических дисфункций, которые действуют 
как факторы высокого риска  [23]. Сложность па-
тогенеза НАЖБП, широкая распространенность, 
ограничения биопсии печени и отсутствие согла-
сия в отношении номенклатуры и диагностиче-
ских критериев обусловливают глубокий интерес 
к поиску малоинвазивных биомаркеров диагно-
стики и прогрессирования  НАЖБП.

Фиброз является одним из важных компо-
нентов прогрессирования хронических патологий 
печени, в том числе НАЖБП  [27]. Фиброз печени 
характеризуется избыточным накоплением ком-
понентов внеклеточного матрикса  (ВКМ) в субэн-
дотелиальном пространстве Диссе и в интерсти-
ции, в портальных трактах [28]. В основе развития 
и прогрессирования фиброза лежит нарушение 
баланса между процессом фиброгенеза (отложе-
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нием  ВКМ, обусловленным активацией  ЗКП и их 
трансдифференцировкой в продуцирующие ВКМ 
миофибробласты) и антифибротическими про-
цессами: фибролизисом (деградацией ВКМ  [29]), 
а также инактивацией или апоптозом миофиб-
робластов  [30,  31]. Избыточное отложение ВКМ 
в процессе фиброгенеза приводит к изменениям 
содержания и состава компонентов ВКМ (ремоде-
лированию ВКМ), что обусловливает изменение 
его свойств (в том числе повышение жесткости) и 
способствует возникновению и развитию фиброза 
печени [32]. В случае фиброзов вообще и печени в 
частности отмечается не только избыточный син-
тез измененного матрикса, но также нарушение 
процессов его разрушения [33]. Одними из ключе-
вых медиаторов ремоделирования ВКМ являются 
матриксные металлопротеиназы  (ММП)  [34], в 
связи с чем они рассматриваются в качестве те-
рапевтических мишеней при лечении хрониче-
ских заболеваний печени  [29]. ММП регулируют 
состав ВКМ печени, наиболее важные структур-
ные компоненты которого: коллаген  I, III, IV, V, 
VI  типов, протеогликаны, ламинин, фибронектин 
и другие белки  [35, 36]. ММП представляют собой 
семейство высокогомологичных мультидоменных 
внеклеточных кальций-зависимых цинксодержа-
щих эндопротеиназ, гидролизующих коллаген и 
другие компоненты ВКМ  [29]. ММП различаются 
по структурной и субстратной специфичности, 
в частности, ММП-2 и ММП-9 формируют группу 
желатиназ. ММП-2 обладает свойством как стиму-
лировать фиброз [29, 37], так и снижать его [29, 38–
40]. Что касается ММП-9, в настоящее время есть 
свидетельства ее антифиброзных свойств  [41–43], 
однако нет четких данных о прямом участии 
ММП-9 в развитии фиброза печени. ММП-9 спо-
собна косвенно стимулировать фиброз, но никак 
не коррелирует с ним [44, 45]. Основными субстра-
тами желатиназ являются частично денатуриро-
ванный коллаген (желатин), различные нативные 
типы коллагенов, в том числе коллаген типа  IV, 
образующий базальную мембрану эндотелия, 
фибронектин, эластин, интерлейкин-1β (ИЛ-1β) и 
TGF-β. Кроме того, для ММП-2 субстратом является 
про-ММП-9  [45]. Путем процессинга цитокинов и 
хемокинов желатиназы осуществляют регуляцию 
воспаления  [46].

Желатиназы играют важную роль в патогене-
зе хронических заболеваний печени, участвуя в 
процессах воспаления и фиброза. Они могут про-
являть как провоспалительное (ММП-2, ММП-9) 
[47–51], так и противовоспалительное (ММП-2) 
действие [47, 52–54]. Согласно данным зимографии 
in  situ, в гепатоцитах фиброзной печени челове-
ка и мыши содержание и активность MMП-2 и -9 
увеличивались и положительно коррелировали 
с тяжестью фиброза  [55]. ММП-2 в фиброгенезе 

печени обладает антифиброзным  [29, 38–40] и 
профибротическим [29,  37] потенциалом, а ММП-9 
проявляет главным образом антифиброзные свой-
ства [41–43], при этом есть некоторые доказатель-
ства ее косвенного участия в развитии фиброза 
печени  [44,  45].

ММП-2 (желатиназа  A, EC  3.4.24.24, 72  кДа) 
экспрессируется различными клетками печени 
(ЗКП, фибробластами, клетками Купфера), ней-
трофилами, макрофагами и моноцитами  [29,  47]. 
Есть свидетельства того, что уровень ММП-2 от-
носительно постоянен и обычно не подвержен 
влиянию цитокинов или факторов роста  [56]. 
В  ряде исследований отмечена связь экспрессии 
ММП-2 с хроническим гепатитом  C  [57], фиброзом 
печени  [58], алкогольным циррозом печени  [59], 
ишемией и реперфузионным повреждением  [60], 
гепатоцеллюлярной карциномой (ГЦК)  [61]. ММП-2  
проявляет антифиброзные свойства. Согласно дан-
ным Radbill  et  al.  [39], при CCl4-индуцированном 
фиброзе у мышей с дефицитом ММП-2  (Mmp2–/–) 
развивался гораздо более значительный фиб-
роз печени, чем у мышей дикого типа  (Mmp2+/+). 
Кроме того, в культуральном эксперименте было 
показано, что ММП-2 подавляет экспрессию кол-
лагена  α1(I) активированными ЗКП  [39]. Авторы 
считают, что повышение уровня ММП-2 во время 
прогрессирования фиброза печени может быть 
важным механизмом ингибирования синтеза 
коллагена I  типа активированными ЗКП, обеспе-
чивая тем самым защитную, а не патологическую 
роль. Onozuka  et  al.  [40] показали, что дефицит 
ММП-2 ускоряет фиброз, индуцированный CCl4 
и холестазом, за счет активации  ЗКП. Было по-
казано, что ММП-2 способна подавлять актива-
цию тканевого ингибитора металлопротеиназ  1 
(ТИМП-1) при фиброзе печени  [40]. Помимо анти-
фиброзных свойств, ММП-2 обладает свойством 
стимулировать фиброз печени  [29,  37,  62]. Есть 
данные, полученные in  vitro и свидетельствую-
щие о том, что активная ММП-2 является ауто-
кринным регулятором пролиферации ЗКП  [62].

Накоплены сведения, подтверждающие про-
тивовоспалительную роль ММП-2. Дефицит ММП-2 
у  мышей и человека вызывает сложный метабо
лический и воспалительный синдром, включаю-
щий сердечную дисфункцию, артрит, потерю кост-
ной массы, липодистрофию и задержку роста [52]. 
Показано, что ММП-2 расщепляет моноцитарный 
хемоаттрактантный белок-3 (MCP-3). Расщеплен-
ный MCP-3 связывается с CC-хемокиновыми рецеп-
торами (CCR1, CCR2 и CCR3), действуя как общий 
антагонист хемокинов, что приводит к умень-
шению миграции иммунных клеток в места по-
вреждения и снижению уровня воспаления  [53]. 
Известно, что провоспалительный цитокин ИЛ-1β 
индуцирует продукцию ММП-2 клетками соеди-
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нительной ткани, активированная ММП-2, в свою 
очередь, отрицательно регулирует активность 
ИЛ-1β посредством его деградации  [54]. Помимо  
реализации противовоспалительных эффектов, 
ММП-2 может также выступать в роли медиатора 
воспаления, проявляя провоспалительные свой-
ства. Показано, что ММП-2 опосредованно участву-
ет в инфильтрации лейкоцитов в ткани при вос-
палении, расщепляя большой эндотелин-1 (ET-1) с 
образованием нового пептида из 32 аминокислот – 
ET-1(1–32). ET-1(1–32) связывается с рецептором 
эндотелина  А, приводя к снижению экспрессии 
L-селектина и активации интегрина CD11b/CD18 
на поверхности нейтрофилов, что способствует 
адгезии лейкоцитов к эндотелиальным клеткам и 
транспорту нейтрофилов в воспаленные ткани [50].

ММП-9 (желатиназа  B, EC  3.4.24.35, 92  кДа) 
секретируется многими типами клеток, в том 
числе моноцитами, лейкоцитами, макрофага-
ми и фибробластами  [29,  63]. Базальные уровни 
ММП-9 обычно низки, ее экспрессия может инду-
цироваться цитокинами/хемокинами, включая 
ФНОα [56]. Показано, что индукция НАСГ у мышей 
приводит к повышению уровня мРНК гена Mmp9 
в печени и содержания ММП-9 в крови [64]. Повы-
шенная экспрессия ММП-9 выявлена при фиброзе 
печени  [55], алкогольном циррозе печени  [59] и 
ГЦК  [65]. ММП-9 оказывает антифиброзное дей-
ствие. Известно, что ММП-9 активирует апоп-
тоз ЗКП в культуре  [41]. Melgar-Lesmes  et  al.  [42] 
показали, что внедрение плазмиды, сверхэкс-
прессирующей ММП-9, в воспалительные макро-
фаги цирротической печени приводит к пере-
ключению макрофагов с воспалительного  (М1) 
на прорегенеративный  (М2) тип и способствует 
локальному разрешению фиброза. Feng  et  al.  [43] 
с использованием модели фиброза, индуцирован-
ного тиоацетамидом у грызунов, получили дока-
зательства того, что ММП-9, полученная из клеток 
Купфера, играет решающую роль в разрешении 
фиброза печени. Несмотря на свидетельства уча-
стия ММП-9 в развитии легочного фиброза  [66], 
прямых доказательств профибротической роли 
ММП-9 в печени практически нет. Показано, что 
нокаут гена Mmp9 у мышей приводит к ослаб-
лению фиброгенеза  [44], но также наблюдается 
замедленная реакция регенерации печени после 
частичной гепатэктомии  [67] по сравнению с кон-
трольными животными дикого типа. Известно, 
что ММП-9 может активировать латентный TGF-β 
в процессе протеолитического расщепления  [68].  
Kaviratne  et  al.  [69] изучали роль TGF-β в ИЛ-13-
зависимом фиброзе печени, вызванном инфек-
цией Schistosoma mansoni. Было продемонстри-
ровано, что нокаут гена, кодирующего MMP-9 у 
мышей, не влияет на фиброз даже при хрониче-
ской инфекции  [69].

ММП-9 участвует в процессах воспаления, 
ремоделирования тканей и репарации, мобили-
зации матрикссвязанных факторов роста и про-
цессинге цитокинов  [29,  47]. Накоплены данные 
о провоспалительной роли ММП-9. Показано, что 
у Mmp9 –/–-мышей с экспериментально вызванным 
стеатозом наблюдается снижение инфильтрации 
лейкоцитов в печень, экспрессии провоспали-
тельных цитокинов и некроза печени по сравне-
нию с контрольными животными [48]. Снижение 
активности ММП-9 вследствие дефицита индуци-
бельной синтазы оксида азота нарушает мигра-
цию лейкоцитов в печень и снижает уровень 
воспаления при повреждении печени, вызван-
ном ишемией/реперфузией  [49]. Так же, как и 
ММП-2, ММП-9 участвует в регуляции экспрессии 
молекул адгезии на поверхности нейтрофилов по-
средством расщепления эндотелина-1 (ET-1), что 
способствует миграции лейкоцитов к очагу воспа-
ления  [50]. Показано, что ММП-9 активирует про-
воспалительные цитокины ФНОα и ИЛ-1β [51, 70].

Таким образом, ММП-2 и ММП-9 участвуют в 
процессах воспаления и фиброза и играют важ-
ную роль в патогенезе хронических заболеваний 
печени. Прогрессирование печеночно-клеточной 
недостаточности при НАЖБП напрямую связано 
с утратой паренхимы вследствие инфильтрации 
лейкоцитов и запуском иммуновоспалительных 
процессов, поэтому есть основания рассматривать 
уровень ММП-2 и -9 в крови и профиль экспрессии 
кодирующих генов в лейкоцитах периферической 
крови  (ЛПК) в качестве маркеров прогрессирова-
ния и диагностики НАЖБП, однако имеющиеся 
данные единичны, противоречивы и касаются в 
основном НАСГ высокой активности  [71]. Кроме 
того, поскольку фиброгенетическая активность 
и ремоделирование ВКМ при НАЖБП являются 
типичными изменениями на поздних стадиях, 
внимание исследователей в основном сосредо-
точено на изучении роли ММП и их тканевых 
ингибиторов на стадиях НАЖБП с продвинутым 
фиброзом  [72,  73]. Учитывая провоспалительную 
роль ММП-9  [48,  49] и в большей степени про-
тивовоспалительную роль ММП-2  [47,  52,  53] при 
неинфекционных патологиях печени, можно 
ожидать, что уровень данных металлопротеиназ 
может быть связан с наличием и активностью 
воспаления в паренхиме печени, в том числе на 
ранних стадиях патогенеза  НАЖБП.

При прогрессировании НАЖБП имеет место 
тесная взаимосвязь процессов фиброза, воспале-
ния и апоптоза  [6,  74–76], и роль ММП в инте-
грации этих процессов мало изучена. Ранее мы 
показали, что цитокиновый профиль и уровни 
некоторых показателей апоптоза в крови паци-
ентов различаются в зависимости от формы 
НАЖБП, и получили косвенные подтверждения 
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связи воспаления при развитии НАСГ с процес-
сом каспазозависимого апоптоза ЛПК  [77,  78]. 
В  свою очередь, экспрессия и активность ММП 
регулируются через сигнальные пути, опосредую-
щие воспаление. Так, сигнальный путь ADAM17/
TNFα/NF-κB опосредует экспрессию MMP9 в эпите-
лиальных клетках легких  [79]. ADAM17 является 
металлопротеиназой, осуществляющей протео-
литическое высвобождение мембранной формы 
ФНОα, одного из основных провоспалительных 
цитокинов  [80]. Кроме того, известно, что при 
НАЖБП связь воспаления и фиброза реализуется 
через NLRP3-инфламмосому  [81]. Делеция Nlrp3, 
кодирующего один из основных компонентов 
NLRP3-инфламмасомы, у мышей с индуцируемым 
НАСГ и фиброзом приводит к защите от фиброза 
печени, снижению содержания мРНК генов Mmp2 
и Col1a1 (гена коллагена I  типа) по сравнению с 
мышами дикого типа  [81]. Накапливаются сведе-
ния об участии ММП-группы желатиназ в процес-
сах регенерации и апоптоза. Например, показано, 
что у Mmp9–/–-мышей ослаблена регенерация пе-
чени после частичной гепатэктомии, снижен уро-
вень апоптоза гепатоцитов и экспрессия актив-
ной формы каспазы  3  [67].

На основании вышеизложенного можно за-
ключить, что сведения о роли ММП-2 и ММП-9 
в патогенезе НАЖБП, особенно ранних ее форм, 
противоречивы и недостаточны. Пристального 
внимания требует вопрос изучения места ММП в 
реализации связи процессов воспаления, апоптоза 
и фиброза при прогрессировании НАЖБП. Остает-
ся открытым вопрос о диагностической ценности 
уровней ММП-2 и -9 и мРНК кодирующих генов в 
периферической крови в диагностике и разграни-

чении разных форм НАЖБП. В  связи с этим цель 
данного исследования  – сравнительный анализ 
уровней ММП-2 и -9 в плазме крови и мРНК ко-
дирующих генов (MMP2, MMP9) в ЛПК пациентов 
с разными формами НАЖБП на доцирротической 
стадии (стеатозом печени и НАСГ разной актив-
ности без выраженного фиброза), а также оценка 
корреляционных связей между уровнем ММП-2, 
ММП-9 в плазме крови и уровнями мРНК генов 
ADAM17, NLRP3 в ЛПК, провоспалительных цито-
кинов (ФНОα, ИЛ-6 и его растворимого рецептора) 
и маркеров апоптоза (специфического маркера 
апоптоза гепатоцитов  – фрагментов цитокерати-
на-18 (ФЦК-18) и активностью каспазы 3) в плазме 
крови пациентов с НАЖБП изучаемых  групп.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Группы исследования. В  исследование были 
включены 95  больных НАЖБП с установленным 
впервые диагнозом: 26 пациентов со стеатозом пе-
чени (СП), 69 пациентов с НАСГ слабой (НАСГ-СА), 
умеренной (-УА) и высокой (-ВА) активности. Кон-
трольную группу составили 35  здоровых доноров 
(без клинических проявлений НАЖБП). Клинико-
лабораторная характеристика групп исследова-
ния представлена в  табл.  1.

Обследование пациентов и здоровых доноров 
проводилось на базе терапевтического отделения 
ЧУЗ  КБ «РЖД-медицина» (г.  Петрозаводск). Диаг-
ноз НАЖБП c оценкой степени активности НАСГ 
устанавливался на основании традиционных кли-
нических, лабораторных, инструментальных и 
гистологических данных, согласно клиническим  

Таблица 1. Клинико-лабораторная характеристика исследуемых групп

Показатель Контроль 
(n  =  35)

СП
(n  =  26)

НАСГ-СА 
(n  =  23)

НАСГ-УА 
(n  =  35)

НАСГ-ВА 
(n  =  11)

Возраст, годы
44,42  ±  1,09 47,65  ±  1,48 44,05  ±  1,60 45,09  ±  1,55 48,70  ±  2,59

(44,00) (49,00) (44,50) (44,50) (49,00)

Пол
мужской 17 14 13 20 6

женский 18 12 10 15 5

ИГА, баллы
3,08  ±  1,17 5,00  ±  0,00 6,77  ±  0,14 9,46  ±  0,21

(3,00) (5,00)# (7,00)#,◊ (9,00)#,◊,∆

АЛТ, Ед./литр
17,79  ±  1,03 20,27  ±  1,31 49,81  ±  5,90 85,16  ±  9,31 214,20  ±  76,03

(17,10) (21,70) (47,75)*,# (68,70)*,#,◊ (135,00)*,#,◊,∆

АСТ, Ед./литр
19,92  ±  0,73 20,95  ±  0,95 36,91  ±  3,86 53,17  ±  5,18 119,20  ±  25,34

(19,05) (19,85) (34,95)*,# (44,10)*,# (91,10)*,#,◊,∆
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Таблица 1 (окончание)

Показатель Контроль 
(n  =  35)

СП
(n  =  26)

НАСГ-СА 
(n  =  23)

НАСГ-УА 
(n  =  35)

НАСГ-ВА 
(n  =  11)

Билирубин общий, 
мкмоль/литр

14,95  ±  1,37 13,44  ±  1,36 15,98  ±  1,41 19,49  ±  2,23 22,02  ±  1,86

(13,30) (12,20) (16,70) (16,00)# (20,65)*,#

ЩФ, Ед./литр
113,30  ±  13,92 159,40  ±  15,06 205,80  ±  14,59 207,00  ±  14,61 320,60  ±  52,77

(110,00) (186,50) (206,10)* (200,00) (253,50)*,#

СРБ, мг/литр
0,27  ±  0,15 0,64  ±  0,23 3,17  ±  0,75 2,57  ±  0,58 5,45  ±  0,89

(0,00) (0,50) (3,50)* (2,50)* (5,00)*,#

СОЭ, мм/ч
6,69  ±  1,06 7,77  ±  0,85 5,95  ±  1,25 14,21  ±  1,91 14,91  ±  2,77

(5,00) (6,50) (4,00) (10,00)*,◊ (15,00)*,◊

Лейкоциты, *109/литр
6,14  ±  0,26 6,35  ±  0,41 6,03  ±  0,24 6,12  ±  0,32 6,40  ±  0,43

(5,80) (5,70) (5,70) (5,95) (6,39)

Альбумин, г/литр
42,48  ±  1,38 42,65  ±  1,10 40,13  ±  1,31 39,98  ±  1,21 40,71  ±  1,89

(42,20) (42,50) (38,60) (40,45) (38,85)

Глюкоза, ммоль/литр
5,16  ±  0,08 5,19  ±  0,11 5,27  ±  0,12 5,39  ±  0,11 5,44  ±  0,23

(5,06) (5,20) (5,25) (5,50) (5,50)

ОХС, ммоль/литр
5,04  ±  0,15 5,29  ±  0,19 6,05  ±  0,25 6,08  ±  0,30 6,41  ±  0,38

(5,09) (5,29) (6,10)* (6,00)* (6,20)*

ЛПВП, ммоль/литр
1,42  ±  0,09 1,22  ±  0,010 1,27  ±  0,08 1,22  ±  0,10 1,00  ±  0,07

(1,29) (1,09) (1,12) (1,15) (1,04)*

ЛПНП, ммоль/литр
3,10  ±  0,16 2,93  ±  0,22 3,66  ±  0,27 3,94  ±  0,22 4,53  ±  0,29

(3,32) (2,70) (3,77)# (4,00)*,# (4,40)*,#

ТГ, ммоль/литр
1,33  ±  0,12 1,82  ±  0,21 2,29  ±  0,27 2,21  ±  0,24 2,69  ±  0,71

(1,25) (1,64) (1,96)* (1,83)* (2,11)*

FIB-4
0,83  ±  0,06 1,32  ±  0,13 1,11  ±  0,09 1,25  ±  0,08 1,53  ±  0,21

(0,82) (1,18)* (0,99) (1,18)* (1,13)*

APRI
0,22  ±  0,02 0,28  ±  0,03 0,42  ±  0,05 0,57  ±  0,06 0,76  ±  0,13

(0,20) (0,26) (0,42)* (0,52)*,# (0,57)*,#

ИМТ, кг/м2
24,94  ±  1,21 33,49  ±  1,83 31,75  ±  0,66 33,69  ±  1,14 33,92  ±  1,58

(24,79) (33,20)* (32,00)* (34,90)* (34,31)*

ФЦК-18, Ед./литр
81,48  ±  9,31 141,90  ±  14,87 216,80  ±  33,62 304,70  ±  40,35 614,40  ±  162,50

(77,05) (141,00)* (162,20)* (295,50)* (520,00)*,#,◊

Примечание. Данные представлены в виде M  ±  m. В  скобках  – медиана. Достоверное отличие (p  <  0,005) от 
контроля  (*), группы СП  (#), группы НАСГ-СА  (◊), группы НАСГ-УА  (∆) (U-критерий Манна–Уитни с поправ-
кой Бонферрони).
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рекомендациям Российского общества по изуче-
нию печени, Российской гастроэнтерологической 
ассоциации, Российской ассоциации эндокрино-
логов, Российской ассоциации геронтологов и 
гериатров и Национального общества профилак-
тической кардиологии по диагностике и лечению 
НАЖБП [19]. Все пациенты имели признаки мета-
болического синдрома: индекс массы тела  (ИМТ) 
более 30  кг/м2; окружность талии у мужчин более 
102  см, у женщин  – более 88  см; дислипидемия в 
виде увеличения уровня липопротеинов низкой 
плотности более 3,0  ммоль/литр; систолическое 
артериальное давление ≥130  мм  рт.  ст.; диастоли-
ческое – ≥80  мм  рт.  ст. Из исследования исключали 
пациентов с сахарным диабетом 1-го и 2-го типов. 
У всех пациентов при абдоминальной сонографии 
на аппарате Vivid Pro-7 («General Electric», США) 
отмечалось усиление эхогенности печени, пре-
вышающее эхогенность правой почки. Исключа-
ли из исследования пациентов с серологическими 
признаками вирусной HBV-, HCV-гепатотропной 
инфекции, алкогольной, аутоиммунной и лекар-
ственной этиологией поражения печени. Исклю-
чали пациентов с циррозом печени с признаками 
портальной гипертензии  – асцитом, варикозным 
расширением вен пищевода и кардиального от-
дела желудка, расширением диаметра воротной 
вены и селезеночной вены и замедлением линей-
ной скорости кровотока по данным венам при 
допплерографии. Для части больных выполнялась 
спиральная компьютерная томография печени с 
оценкой плотности печени. Всем пациентам вы-
полняли слепую чрескожную биопсию печени, 
на основании которой верифицировалась форма 
НАЖБП: стеатоз без воспаления и баллонной дис-
трофии гепатоцитов или стеатогепатит разной ак-
тивности в зависимости от выраженности гепато-
целлюлярной баллонной дегенерации, долькового 
и портального воспаления (в основном лимфоци-
тарного с некоторым количеством нейтрофилов) 
и степени макровезикулярного стеатоза гепатоци-
тов – по методу Brunt et al. [82]. Согласно данному 
методу, выделяют три степени гистологической 
активности НАСГ: слабую  (легкую), умеренную 
и высокую  (тяжелую); слабая гистологическая 
активность НАСГ соответствует минимальным 
критериям для диагностики стеатогепатита с не-
которой степенью гепатоцеллюлярного стеатоза 
и характерным дольковым смешанным воспале-
нием. Индекс гистологической активности  (ИГА) 
представлен в  табл.  1. По  результатам гистологи-
ческого анализа биоптатов среди включенных в 
исследование пациентов НАСГ определяли 1- и 
2-стадии фиброза печени  (F1–F2), отсутствовали 
пациенты с выраженным фиброзом. От  каждого 
из включенных в исследование участников было 
получено информированное добровольное согла-
сие. Критерии исключения, общие для изучаемых 

групп: перенесенные в последний месяц инфекци-
онно-воспалительные заболевания, беременность 
и лактация, курение. На  проведение исследова-
ний получено согласие комитета по медицинской 
этике Министерства здравоохранения Республики 
Карелия и Петрозаводского государственного уни-
верситета (протокол №  48 от  10  марта  2023  г.).

Материал исследования. В  качестве мате-
риала для исследования использовали образцы 
венозной крови доноров изучаемых групп. Взятие 
материала проводили до назначения гепатопро-
текторной и иной терапии.

Определение клинико-лабораторных пока-
зателей крови. На  автоматических анализаторах 
Random Access А-15 и А-25 («BioSystems», Испания) 
был проведен общий клинический анализ крови 
и определение следующих биохимических пока-
зателей крови: активности аланинаминотрансфе-
разы  (АЛАТ) и аспартатаминотрансферазы  (АСАТ) 
кинетическим УФ-методом «АЛТ-УФ и АСТ-УФ – но-
вая жидкая форма»; билирубина колориметриче-
ским методом «Билирубин-Ново»; щелочной фос-
фатазы  (ЩФ) кинетическим методом «Щелочная 
фосфатаза-Ново (жидкая форма)»; альбумина фото-
метрическим методом «Альбумин-Ново»; С-реак-
тивного белка  (СРБ) иммунотурбидиметрическим 
методом «СРБ-Ново»; общего холестерина  (ОХС) 
ферментативным методом «Холестерин-Ново»; 
триглицеридов  (ТГ) ферментативным колориме-
трическим методом «Триглицериды-Ново» (жид-
кая форма); глюкозы глюкозооксидазным методом 
«Глюкоза-Ново». Перечисленные реактивы были 
производства фирмы «Вектор-Бест», Россия. Липо-
протеины низкой плотности  (ЛПНП) определяли 
расчетным методом по формуле Фридвальда  [83]; 
липопротеины высокой плотности  (ЛПВП)  – фер-
ментативным методом «Липопротеиды высокой 
плотности» («BioSystems», Испания). Скорость осе-
дания эритроцитов  (СОЭ) оценивалась методом 
Вестергрена.

Определение индексов фиброза FIB-4 и APRI. 
FIB-4 рассчитывали по формуле  (1)  [84]:

[возраст (г.) × АСТ (   Ед.  )]литр

[тромбоциты(  109   ) × √АЛТ (   Ед.  )]литр литр

.	 (1)

При значении индекса FIB-4 ≥  2,67 с достовер-
ностью 80% можно утверждать о высоком риске 
прогрессирования фиброза; при уровне FIB-4  ≤  1,30 
с достоверностью 90%  – о низком риске  [85].

Индекс APRI рассчитывали по формуле (2) [86]:

[АСТ (  Ед.  )  /верхний предел нормы АСТ (   Ед.  )]литрлитр

[тромбоциты ( 109  )]литр

×100.	(2)
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Таблица 2. Нуклеотидные последовательности праймеров

Ген Прямой праймер, 5′→3′ Обратный праймер, 5′→3′ ПЦР-продукт, п.н.

18S rRNA agaaacggctaccacatcca caccagacttgccctcca 169

MMP2 gaagagcgtgaagtttggaag aaggcagtggagaggaagg 90

MMP9 cagagatgcgtggagagtc aaggcgtcgtcaatcacc 250

ADAM17 gcattctcaagtctccacaag ctctagcaacatcttcacatcc 110

NLRP3 ggacaatgacagcatcgggt tggtcagttaatagaaagatagcgg 211

При значении индекса APRI ≤  0,50 вероятность 
фиброза печени низка; при уровне APRI  ≥  1,50  – 
с  высокой вероятностью можно говорить о выра-
женном фиброзе печени  [87,  88].

Определение уровня мРНК генов MMP2, 
MMP9, ADAM17, NLRP3 в ЛПК. Для определения 
уровня транскриптов генов из цельной крови 
выделяли ЛПК здоровых доноров и пациентов 
с НАЖБП (величина выборок указана в  табл.  1) 
методом, основанным на способности изотони-
ческого раствора хлорида аммония гемолизи-
ровать эритроциты  [89]. Тотальную РНК из ЛПК 
выделяли с помощью реагента ExtractRNA («Евро-
ген», Россия). Первую цепь комплементарной ДНК 
синтезировали из тотальной РНК с помощью на-
бора MMLV RT kit («Евроген»). Степень чистоты 
и концентрацию кДНК определяли на приборе 
SmartSpecPlus («Bio-Rad», США). Уровень мРНК 
генов в ЛПК оценивали методом полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ) на приборе LightCycler 96 («Roche», Швей-
цария), используя набор для амплификации с ин-
теркалирующим красителем SYBR Green («Евро-
ген»). Специфичность продуктов амплификации 
проверяли плавлением ПЦР-фрагментов. Повтор-
ность при ПЦР-анализе – 3-кратная. Уровень тран-
скриптов изучаемых генов был рассчитан отно-
сительно уровня транскрипции гена 18S  rRNA по 
методу, описанному Livak и Schmittgen  [90]. Нук-
леотидные последовательности праймеров для 
ПЦР-РВ указаны в  табл.  2, праймеры конструиро-
вали в программе Beacon Designer  5.

ИФА. Методом ИФА в плазме здоровых доно-
ров (n  =  21) и пациентов с СП (n  =  19), НАСГ-СА 
(n  =  19), НАСГ-УА (n  =  19), НАСГ-ВА (n  =  11) опре-
деляли следующие показатели: матриксная ме-
таллопротеиназа  2 (тест-система «Human MMP2 
ELISA Kit»; «ELK Biotechnology», Китай); матрикс-
ная металлопротеиназа  9 (тест-система «Human 
MMP9 ELISA Kit»; «ELK Biotechnology»); тканевой 
полипептид-специфический антиген (фрагменты 
цитокератина-18 (ФЦК-18)  – показатель апоптоза 
гепатоцитов) (тест-система «TPS ELISA»; «Biotech», 
Швеция); фактор некроза опухоли альфа (ФНОα) 

(тест-система «Human TNFα Platinum ELISA»; 
«eBioscience», Австрия); интерлейкин-6 (ИЛ-6) 
(тест-система «Интерлейкин-6 – ИФА – Бест»; «Век-
тор-Бест»); растворимый ИЛ-6-рецептор (рИЛ-6Р) 
(тест-система «Human sIL-6R ELISA»; «eBioscience»); 
интерлейкин-8 (ИЛ-8) (тест-система «Интерлей-
кин-8  – ИФА  – Бест»; «Вектор-Бест»).

Определение активности каспазы  3 в ЛПК. 
Активность каспазы  3 в ЛПК здоровых доно-
ров (n  =  26) и пациентов с СП (n  =  17), НАСГ-СА 
(n  =  19), НАСГ-УА (n  =  17), НАСГ-ВА (n  =  9) опреде-
ляли с использованием набора Caspase  3 Assay 
Kit, Colorimetric («Sigma-Aldrich», США). Согласно 
инструкциям производителя, активность каспа-
зы  3 определяли колориметрическим методом по 
скорости расщепления синтетического субстрата 
каспазы  3 (N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-Nitroanilide) 
на планшетном ридере CLARIOstar («BMG Labtech 
GmbH», Германия) и выражали в нмоль p-нитро-
анилина (p-NA), образующегося за 1  мин, в рас-
чете на 1 мл пробы (при условии, что 100 мкл ли-
зирующего буфера содержит 107  живых  клеток).

Статистический анализ проведен с использо-
ванием программы GraphPad Prism  v.7. Значения 
р  <  0,05 рассматривались как статистически зна-
чимые. Проводили тест на соответствие резуль-
татов нормальному распределению (с помощью 
критерия  W Шапиро–Уилка). В  связи с несоот-
ветствием распределений показателей в группах 
нормальному использовали непараметрические 
критерии для анализа. При сравнении изучае-
мых показателей в группах использовали крите-
рий  H Краскела–Уоллиса с последующим парным 
сравнением групп с помощью критерия  U Вил-
коксона–Манна–Уитни с применением поправки 
Бонферрони при оценке значения  p. Взаимосвязь 
показателей оценивали с помощью расчета ран-
гового коэффициента корреляции Спирмена  (rs). 
Для оценки силы связи между двумя величинами 
использовали шкалу Чеддока, согласно которой 
значения  rs от  0,1 до  0,3 соответствуют слабой 
взаимосвязи, 0,3–0,5  – умеренной, 0,5–0,7  – замет-
ной, 0,7–0,9 – высокой, более 0,9 – весьма высокой. 
Анализ ROC-кривых проводили по вычислению 
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значений площадей под кривыми  (AUC), опти-
мальный порог отсечения определяли в соответ-
ствии с максимальным индексом Юдена  [91,  92].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Особенности клинико-лабораторной карти-
ны при СП и НАСГ. Нами проведен сравнитель-
ный анализ клинико-лабораторных данных здо-
ровых доноров и пациентов с СП и НАСГ разной 
активности  (табл.  1). Согласно данным дисперси-
онного анализа Краскела–Уоллиса, сравниваемые 
группы исследования статистически значимо 
различаются по ИГА (H  =  87,99; p  <  0,001), уровню 
АЛТ (H  =  83,28; p  <  0,001), АСТ (H  =  75,46; p  <  0,001), 
общего билирубина (H  =  18,66; p  <  0,001), ЩФ 
(H  =  25,43; p  <  0,001), СРБ (H  =  26,06; p  <  0,001), СОЭ 
(H  =  24,98; p  <  0,001), ОХС (H  =  18,68; p  <  0,001), ЛПВП 
(H  =  10,93; p  =  0,027), ЛПНП (H  =  21,42; p  <  0,001),  
ТГ (H  =  15,89; p  =  0,003), FIB-4 (H  =  19,98; p  <  0,001), 
APRI (H  =  42,82; p  <  0,001), ИМТ (H  =  21,02; p  <  0,001), 
ФЦК-18 (H  =  37,79; p  <  0,001). При этом нет стати-
стически значимых различий между группами по 
возрасту (H  =  5,16; p  =  0,271), уровню лейкоцитов 
(H  =  0,48; p  =  0,976), альбумина (H  =  4,67; p  =  0,323) 
и глюкозы (H  =  5,81; p  =  0,214) в  крови.

Нужно отметить, что включенные в иссле-
дование пациенты с НАЖБП отличались от кон-
троля повышенным уровнем ИМТ. Уровень FIB-4 
также был выше у пациентов НАЖБП по сравне-
нию со здоровыми людьми, за исключением груп-
пы НАСГ-СА, где уровень FIB-4 не отличался от 
контроля. Уровень APRI у пациентов с НАСГ был 
выше, чем у здоровых людей. Кроме того, группы 
пациентов достоверно не различались по FIB-4 и 
ИМТ, в то время как APRI у пациентов с НАСГ-УА 
и -ВА превосходил таковой у лиц с простым стеа-
тозом печени. Согласно гистологическим данным, 
показателям ИМТ, FIB-4 и APRI, среди пациентов 
не было лиц с выраженным фиброзом и морбид-
ным ожирением  (табл.  1).

У пациентов СП рутинные клинико-лабора-
торные показатели крови не отличаются от кон-
троля. При этом уровень специфического маркера 
апоптоза (ФЦК-18) у пациентов СП выше, чем у 
здоровых людей. При переходе от СП к НАСГ и по 
мере нарастания степени активности НАСГ повы-
шаются маркеры цитолитического и холестатиче-
ского синдромов (АЛАТ, АСАТ, ЩФ). Что касается 
маркеров воспаления, уровень СРБ повышен при 
НАСГ относительно контроля, а также относи-
тельно СП (в случае НАСГ-ВА). СОЭ при НАСГ-УА 
и -ВА выше, чем у здоровых людей и пациентов с 
НАСГ-СА, и не различается у других групп исследо-
вания. Концентрация ФЦК-18 при НАСГ повышена 
относительно контроля, при этом уровень ФЦК-18 

в крови НАСГ высокой активности превышает 
таковой у пациентов с простым стеатозом  (СП) и 
НАСГ-СА. Уровни ТГ и ОХС остаются нормальными 
при СП и повышены при НАСГ относительно кон-
троля. Данные свидетельствуют о том, что повы-
шение уровня ОХС происходит главным образом 
за счет нарастания концентрации ЛПНП (табл. 1).

Уровень ММП-2 и ММП-9 в плазме крови 
при СП и НАСГ. Согласно данным дисперсион-
ного анализа Краскела–Уоллиса, группы исследо-
вания (контрольная, СП, НАСГ-СА, -УА, -ВА) стати-
стически значимо различаются по уровню ММП-2 
(H  =  15,62; p  =  0,004) и ММП-9 (H  =  13,38; p  =  0,010) 
в плазме крови. Результаты сравнительного ана-
лиза уровней ММП-2 и ММП-9 в плазме крови здо-
ровых людей, пациентов с СП, пациентов с НАСГ 
разной активности представлены на рис.  1 и 
рис.  2. Показано, что плазменный уровень ММП-2 
при СП ниже, чем у здоровых людей, при этом 
не обнаружено различий в уровне данного пока-
зателя у пациентов с НАЖБП разных групп (СП 
и НАСГ разной степени гистологической актив-
ности)  (рис.  1).

Рис. 1. Концентрация ММП-2 в плазме крови пациен-
тов с НАЖБП и в контрольной группе. Данные пред-
ставлены в виде: Q1–Q3, медиана, минимум, мак-
симум. Указаны значения  p, согласно U-критерию 
Манна–Уитни с поправкой Бонферрони

Рис. 2. Концентрация ММП-9 в плазме крови пациен-
тов с НАЖБП и в контрольной группе. Данные пред-
ставлены в виде: Q1–Q3, медиана, минимум, мак-
симум. Указаны значения  p, согласно U-критерию 
Манна–Уитни с поправкой Бонферрони



ММП-2 И ММП-9 ПРИ НЕАЛКОГОЛЬНОЙ ЖИРОВОЙ БОЛЕЗНИ ПЕЧЕНИ 1933

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

Согласно полученным результатам, уровень 
ММП-9 в плазме крови пациентов общей группы 
НАСГ, объединяющей все степени активности, 
составил (в виде M  ±  m, в скобках  – медиана) 
474,5  ±  32,12 (470,3)  пг/мл, что достоверно выше, 
чем у здоровых людей (354,0  ±  44,85 (270,0)  пг/мл; 
p  =  0,026) и пациентов СП (337,9  ±  26,69 (318,5) пг/мл; 
p  =  0,018). Показано, что концентрация ММП-9 
в плазме крови пациентов с НАСГ-СА значимо 
выше, чем у здоровых людей, пациентов групп 
СП и НАСГ-УА  (рис.  2). Эти результаты имеют по-
тенциальную клиническую ценность для диагно-
стики ранних форм НАЖБП при отсутствии зна-
чимого фиброза.

Для того чтобы оценить значимость плазмен-
ных уровней ММП-9 и ММП-2 в качестве диаг-
ностического теста для разграничения ранних 
форм НАЖБП, нами были построены и проанали-
зированы ROC-кривые для данных показателей 
у пациентов НАСГ-СА относительно пациентов 
СП. Статистическая достоверность ROC-кривой по 
концентрации ММП-2 не обнаружена (AUC  =  0,681 
(95%-ный доверительный интервал 0,509–0,854); 
p  =  0,056). Согласно анализу ROC-кривой для кон-
центрации ММП-9 в плазме пациентов НАСГ-СА 
относительно пациентов СП, уровень ММП-9 в 
плазме крови имеет диагностическую значимость 

для выявления НАСГ-СА среди пациентов с про-
стым стеатозом  (рис.  3). В  соответствии с расче-
том максимального индекса Юдена, оптимальный 
порог отсечения составляет >389,50  пг/мл ММП-9 
в  плазме крови  (табл.  3).

Рис. 3. ROC-кривая для концентрации ММП-9 в плаз-
ме пациентов НАСГ-СА относительно пациентов 
СП. AUC  =  0,818 (95%-ный доверительный интервал 
0,689–0,948);  p  <  0,001

Таблица  3. Чувствительность, специфичность, отношение правдоподобия положительного результата, 
индекс Юдена при разных порогах отсечения ROC-кривой для концентрации ММП-9 в плазме пациентов 
НАСГ-СА относительно пациентов СП

Порог отсечения, пг/мл Чувствительность  
(95% ДИ); Se

Специфичность 
(95% ДИ); Sp

Отношение  
правдоподобия; LR

Индекс 
Юдена;  J

> 201,3 1,000 (0,832–1,000) 0,050 (0,003–0,236) 1,053 0,050

> 210,1 1,000 (0,832–1,000) 0,200 (0,081–0,416) 1,250 0,200

> 225,3 1,000 (0,832–1,000) 0,250 (0,112–0,469) 1,333 0,250

> 249,2 1,000 (0,832–1,000) 0,300 (0,146–0,519) 1,429 0,300

> 269,4 1,000 (0,832–1,000) 0,350 (0,181–0,567) 1,538 0,350

> 282,4 1,000 (0,832–1,000) 0,400 (0,219–0,613) 1,667 0,400

> 292,4 0,947 (0,754–0,997) 0,400 (0,219–0,613) 1,579 0,347

> 303,3 0,947 (0,754–0,997) 0,450 (0,258–0,658) 1,722 0,397

> 316,1 0,947 (0,754–0,997) 0,500 (0,299–0,701) 1,895 0,447

> 320,6 0,895 (0,686–0,981) 0,500 (0,299–0,701) 1,789 0,395

> 323,0 0,842 (0,624–0,945) 0,500 (0,299–0,701) 1,684 0,342

> 326,5 0,842 (0,624–0,945) 0,550 (0,342–0,742) 1,871 0,392

> 334,6 0,790 (0,567–0,915) 0,550 (0,342–0,742) 1,754 0,340

> 341,4 0,790 (0,567–0,915) 0,600 (0,387–0,781) 1,974 0,390
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Таблица 3 (окончание)

Порог отсечения, пг/мл Чувствительность  
(95% ДИ); Se

Специфичность 
(95% ДИ); Sp

Отношение  
правдоподобия; LR

Индекс 
Юдена;  J

> 356,4 0,790 (0,567–0,915) 0,650 (0,433–0,819) 2,256 0,440

> 389,5 0,790 (0,567–0,915) 0,700 (0,481–0,855) 2,632 0,490

> 414,5 0,737 (0,512–0,882) 0,700 (0,481–0,855) 2,456 0,437

> 422,1 0,737 (0,512–0,882) 0,750 (0,531–0,888) 2,947 0,487

> 428,1 0,684 (0,460–0,846) 0,750 (0,531–0,888) 2,737 0,434

> 455,3 0,632 (0,410–0,809) 0,750 (0,531–0,888) 2,526 0,382

> 489,0 0,632 (0,410–0,809) 0,800 (0,584–0,919) 3,158 0,432

> 502,0 0,632 (0,410–0,809) 0,850 (0,640–0,948) 4,211 0,482

> 504,1 0,579 (0,363–0,769) 0,850 (0,640–0,948) 3,860 0,429

> 507,2 0,526 (0,317–0,727) 0,850 (0,640–0,948) 3,509 0,376

> 516,4 0,474 (0,273–0,683) 0,850 (0,640–0,948) 3,158 0,324

> 523,0 0,474 (0,273–0,683) 0,900 (0,699–0,982) 4,737 0,374

> 524,2 0,421 (0,231–0,637) 0,900 (0,699–0,982) 4,211 0,321

> 526,4 0,421 (0,231–0,637) 0,950 (0,764–0,997) 8,421 0,371

> 528,4 0,368 (0,192–0,590) 0,950 (0,764–0,997) 7,368 0,318

> 546,2 0,368 (0,192–0,590) 1,000 (0,839–1,000) 0,368

> 583,9 0,316 (0,154–0,540) 1,000 (0,839–1,000) 0,316

> 652,4 0,263 (0,118–0,488) 1,000 (0,839–1,000) 0,263

> 732,8 0,211 (0,085–0,433) 1,000 (0,839–1,000) 0,211

> 882,7 0,158 (0,055–0,376) 1,000 (0,839–1,000) 0,158

> 1011,0 0,105 (0,019–0,314) 1,000 (0,839–1,000) 0,105

> 1218,0 0,053 (0,003–0,246) 1,000 (0,839–1,000) 0,053

Примечание. Жирным шрифтом выделен оптимальный порог отсечения, соответствующий максимальному 
индексу Юдена. Индекс Юдена  (J) равен Se  +  Sp  −  1  [91,  92]; ДИ  – доверительный интервал.

В связи со сложностью механизмов пато-
генеза НАЖБП и актуальностью изучения связи 
процессов воспаления, апоптоза и фиброза при 
данном заболевании была поставлена задача 
оценить расширенный комплекс биохимичес-
ких и молекулярно-генетических показателей 
у пациентов СП и НАСГ разной активности и 
провести корреляционный анализ этих пока-
зателей с уровнями ММП-9 и ММП-2 в плазме 
крови. Поскольку при СП и НАСГ биопсия пе-
чени возможна в крайне редких случаях, осо-
бенно актуален поиск малоинвазивных марке-
ров НАЖБП, в связи с чем в качестве материала 

для исследования используют периферическую  
кровь.

Уровень мРНК генов MMP2, MMP9, ADAM17, 
NLRP3 в ЛПК. Лейкоциты являются основными 
клетками, реализующими иммуновоспалитель-
ные процессы в печени при НАЖБП, лежащие 
в основе прогрессирования печеночно-клеточ-
ной недостаточности. В  настоящем исследовании 
впервые проведен сравнительный анализ уров-
ней мРНК генов MMP2, MMP9, ADAM17, NLRP3 в 
ЛПК доноров групп исследования. По  результа-
там дисперсионного анализа Краскела–Уоллиса 
группы исследования статистически значимо  
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различаются по уровню мРНК генов MMP2 
(H  =  18,11; p  =  0,001), MMP9 (H  =  11,91; p  =  0,018), 
ADAM17 (H  =  13,81; p  =  0,008) и NLRP3 (H  =  19,36; 
p  =  0,001) в периферических лейкоцитах.

Показано, что уровень транскриптов гена 
MMP2 в ЛПК пациентов с СП ниже, чем у здоровых  

людей и пациентов НАСГ умеренной и высокой 
активности. При анализе уровня мРНК гена MMP9 
в ЛПК доноров исследуемых групп статистически 
значимых различий не обнаружено. Таким обра-
зом, результаты анализа групповых различий в 
уровнях экспрессии генов MMP2, MMP9 в перифе-

Таблица  4. Уровень транскриптов генов MMP2, MMP9, ADAM17, NLRP3 в ЛПК больных НАЖБП и здоровых 
людей

Показатель Контроль СП НАСГ-СА НАСГ-УА НАСГ-ВА

Уровень транскриптов гена MMP2 в ЛПК, отн. ед.  ×  1000

Медиана 0,125 0,037 0,015 0,137 0,182

Минимум 0,006 0,002 0,001 0,009 0,020

Максимум 0,822 0,078 1,900 3,400 4,910

Межквартильный размах 0,301 0,050 0,252 0,529 2,039

p (при p  <  0,005) 0,003* 0,001# 0,001#

Уровень транскриптов гена MMP9 в ЛПК, отн. ед.  ×  1000

Медиана 0,010 0,014 0,007 0,026 0,031

Минимум 0,002 0,002 0,001 0,007 0,012

Максимум 0,030 0,085 0,051 0,101 0,115

Межквартильный размах 0,013 0,035 0,027 0,061 0,096

p (при p  <  0,005)

Уровень транскриптов гена ADAM17 в ЛПК, отн. ед.  ×  1000

Медиана 0,193 0,154 0,108 0,185 1,180

Минимум 0,008 0,015 0,001 0,013 0,204

Максимум 1,320 2,010 0,676 1,000 5,340

Межквартильный размах 0,452 0,666 0,483 0,481 3,167

p (при p  <  0,005)
0,002*
0,002◊

0,002∆

Уровень транскриптов гена NLRP3 в ЛПК, отн. ед.  ×  1000

Медиана 0,171 1,595 0,039 0,246 0,047

Минимум 0,034 0,323 0,003 0,008 0,018

Максимум 3,770 11,300 0,983 1,840 0,988

Межквартильный размах 0,329 2,973 0,195 0,759 0,609

p (при p  <  0,005) 0,001* <0,001# 0,002# 0,002#

Примечание. Достоверное отличие от контроля (*), группы СП (#), группы НАСГ-СА (◊), группы НАСГ-УА (Δ)  
(U-критерий Манна–Уитни с поправкой Бонферрони).
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Таблица 5. Уровень ФНОα, ИЛ-6, рИЛ-6Р, ИЛ-8 в плазме крови и активность каспазы 3 в ЛПК больных НАЖБП 
и здоровых людей

Показатель Контроль СП НАСГ-СА НАСГ-УА НАСГ-ВА

ФНОα, пг/мл

Медиана 3,52 5,92 5,75 7,13 6,00

Минимум 1,45 3,50 4,17 3,72 4,33

Максимум 8,23 9,00 7,83 9,50 8,67

Межквартильный размах 3,18 4,11 1,73 2,34 2,33

p (при p  <  0,005) 0,004* 0,002* <0,001* 0,002*

ИЛ-6, пг/мл

Медиана 2,00 4,38 5,22 5,07 7,25

Минимум 0,45 0,57 1,75 2,25 1,67

Максимум 9,06 13,96 19,48 14,50 37,00

Межквартильный размах 1,41 6,25 6,63 2,97 13,44

p (при p  <  0,005) 0,002* <0,001* <0,001* 0,002*

рИЛ-6Р, нг/мл

Медиана 84,92 124,7 122,6 94,15 32,7

Минимум 18 40,61 39,2 24,79 14,36

Максимум 147,7 237,9 203,1 256,9 92,34

Межквартильный размах 73,79 55,30 95,36 120,63 31,83

p (при p  <  0,005)
0,004*
0,002#

<0,001◊

0,001∆

ИЛ-8, пг/мл

Медиана 6,54 15,60 13,71 11,65 19,57

Минимум 1,97 9,57 3,00 5,14 4,71

Максимум 13,87 24,14 36,29 66,43 64,00

Межквартильный размах 6,38 8,21 21,36 12,54 24,41

p (при p  <  0,005) <0,001* <0,001* <0,001* 0,003*

Активность каспазы  3 в ЛПК, нмоль pNA/мин/мл

Медиана 0,448 0,569 0,726 1,029 1,041

Минимум 0,116 0,182 0,460 0,218 0,411

Максимум 1,646 2,759 2,775 2,880 2,880

Межквартильный размах 0,487 0,472 0,428 0,725 1,183

p (при p  <  0,005) 0,001* 0,003*
Примечание. Достоверное отличие от контроля  (*), группы  СП  (#), группы НАСГ-СА (◊), группы НАСГ-УА (Δ) 
(U-критерий Манна–Уитни с поправкой Бонферрони).
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Таблица  6. Коэффициенты корреляции по Спирмену  (rs) плазменных уровней ММП-2, ММП-9 с уровнем 
изучаемых показателей крови пациентов НАЖБП и здоровых людей (при  p  <  0,05)

Показатель
Контроль СП НАСГ-СА НАСГ-УА НАСГ-ВА

ММП-2 ММП-9 ММП-2 ММП-9 ММП-2 ММП-9 ММП-2 ММП-9 ММП-2 ММП-9

ИГА −0,570

АЛТ −0,538

АСТ

Билирубин  
общий

ЩФ

СРБ

СОЭ 0,761 0,833

Лейкоциты 0,710

Альбумин

Глюкоза

ОХС

ЛПВП −0,689

ЛПНП

ТГ −0,568

APRI −0,572

FIB-4

мРНК MMP2 0,611

мРНК MMP9

мРНК ADAM17 −0,618

мРНК NLRP3

ФНОα

ИЛ-6

рИЛ-6Р 0,715 0,753

ИЛ-8

ФЦК-18

Активность  
каспазы  3 0,669 −0,735 −0,754

рических лейкоцитах  (табл.  4) корреспондируют 
с различиями в концентрациях кодируемых ими 
ферментов в крови (рис. 1; рис. 3) только в случае 
уровня ММП2. В  плазме крови содержание этого 
фермента и количество мРНК гена MMP2 в ЛПК 
у пациентов СП оказались ниже по сравнению с 

контрольной группой. Уровень транскриптов гена 
ADAM17 в ЛПК при НАСГ-ВА выше, чем у доноров 
контрольной группы, НАСГ-СА и НАСГ-УА. Экспрес-
сия гена NLRP3 в периферических лейкоцитах 
людей с простым стеатозом превышает таковую у 
доноров всех других групп исследования (табл. 4).
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Уровень ФНОα, ИЛ-6, рИЛ-6Р, ИЛ-8 в плазме 
крови и активность каспазы  3 в ЛПК. Согласно 
результатам дисперсионного анализа Краскела–
Уоллиса, группы исследования статистически 
значимо различаются по уровню ФНОα (H  =  24,56; 
p  <  0,001), ИЛ-6 (H  =  33,68; p  <  0,001), рИЛ-6Р 
(H  =  20,71; p  <  0,001) и ИЛ-8 (H  =  22,46, p  <  0,001) в 
плазме крови. Кроме того, обнаружены статисти-
чески значимые различия между группами по 
активности каспазы  3 в ЛПК (H  =  18,22; p  =  0,001).

Показано, что в плазме крови пациентов СП и 
НАСГ всех степеней активности повышен уровень 
провоспалительных цитокинов ФНОα, ИЛ-6 и 
ИЛ-8 относительно контроля, при этом различия 
в содержании этих цитокинов у разных групп 
пациентов НАЖБП не зарегистрированы. Уровень 
рИЛ-6Р в плазме крови при НАСГ-ВА ниже, чем 
у доноров других групп. Активность каспазы  3 в 
ЛПК при НАСГ умеренной и высокой активности 
выше, чем у здоровых людей  (табл.  5).

Корреляционные связи между уровнем 
ММП-2, ММП-9 и уровнем изучаемых показа-
телей крови. Согласно полученным результатам, 
уровни ММП-2 и ММП-9 в плазме крови пациен-
тов с НАЖБП и здоровых людей не коррелируют 
между собой (p  >  0,05). Проведен корреляционный 
анализ уровней ММП-2 и ММП-9 в плазме крови 
с  комплексом изучаемых биохимических и моле-
кулярно-генетических показателей  (табл.  6).

В контрольной группе выявлена сильная 
связь между уровнем ММП-2 и уровнем лейкоци-
тов. У  пациентов  СП концентрация ММП-2 в кро-
ви положительно коррелирует с уровнем мРНК 
гена MMP2 в ЛПК. При НАСГ-СА и -ВА выявлены 
положительные корреляции заметной и высокой 
силы уровня ММП-2 с клиническим маркером 
воспаления  (СОЭ)  (табл.  6).

У здоровых людей выявлена заметная отрица-
тельная корреляция уровня ММП-9 в плазме крови 
с содержанием ЛПВП и положительная – с актив-
ностью каспазы  3 в  ЛПК. У  пациентов с НАСГ-СА 
уровень ММП-9 заметно отрицательно коррели-
рует с  АЛТ, APRI, уровнем мРНК гена ADAM17 в 
ЛПК и положительно  – с содержанием рИЛ-6Р в 
крови. При НАСГ-УА обнаружена заметная отрица-
тельная связь содержания ММП-9 с ИГА, уровнем 
ТГ и активностью каспазы  3 в  ЛПК. У  пациентов 
НАСГ-ВА выявлена сильная положительная связь 
плазменных уровней ММП-9 и рИЛ-6Р. Кроме того, 
при НАСГ-ВА концентрация ММП-9 отрицательно 
коррелирует с активностью каспазы  3  (табл.  6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

СП является ранней формой НАЖБП и харак-
теризуется доброкачественным клиническим те-

чением, тогда как НАСГ отличается прогрессирую-
щим течением с возможным развитием цирроза 
печени и гепатоцеллюлярной карциномы [19, 20]. 
Одной из важных проблем гастроэнтерологии яв-
ляется различение раннего НАСГ от СП, что доста-
точно сложно сделать на основании изменения 
рутинных лабораторных показателей, которое 
может быть неспецифичным для диагностики, 
что подтверждается результатами проведенного 
нами сравнительного анализа клинико-лабора-
торных данных здоровых доноров и пациентов 
с НАЖБП (СП и НАСГ разной степени гистологи-
ческой активности)  (табл.  1). При стеатозе пече-
ни рутинные клинико-лабораторные показатели 
крови не отличаются от контроля, уровень пока-
зателя апоптоза гепатоцитов (ФЦК-18) выше, чем 
у здоровых людей. НАСГ слабой активности отли-
чается от СП повышенным уровнем аминотранс-
фераз и ЛПНП. По  мере нарастания активности 
НАСГ закономерно повышается уровень маркеров 
воспаления, нарастают проявления цитолитиче-
ского и холестатического синдромов и изменяется 
липидный профиль. В  настоящем исследовании 
среди пациентов не было людей с выраженным 
фиброзом печени, при этом были выявлены раз-
личия уровней ММП-2 и ММП-9 в плазме крови и 
мРНК гена MMP2 в ЛПК пациентов разных групп 
исследования.

Согласно нашим данным, уровень мРНК гена 
MMP2 в ЛПК  (табл.  4) и содержание ММП-2 в 
плазме крови  (рис.  1) снижены у пациентов СП 
относительно контроля, в остальных случаях 
групповые различия на уровне экспрессии ге-
нов MMP2, MMP9 в периферических лейкоцитах 
не корреспондируют с различиями в концен-
трациях кодируемых ферментов в крови. Полу-
ченные данные свидетельствуют об отсутствии 
однонаправленных изменений в профилях экс-
прессии генов MMP2 и MMP9 в ЛПК и уровне 
кодируемых ферментов в плазме в зависимости 
от формы НАЖБП и степени активности НАСГ, 
что может быть связано со сложной регуляцией 
ММП. Известно, что уровень активной формы 
ММП может регулироваться на уровне транскрип-
ции (экспрессии кодирующих генов) и на уровне 
механизмов, влияющих на активность фермента 
(среди них активация зимогена, компартмен-
тализация активных протеиназных процессов, 
связывание с тканевыми ингибиторами металло-
протеиназ) [34]. Trojanek et al.  [71] провели анализ 
уровня мРНК генов ММП и их тканевых ингиби-
торов в ЛПК детей с ультразвуковыми признака-
ми жировой болезни печени и показали, что у 
детей с НАЖБП уровни мРНК генов MMP9, TIMP2 
в ЛПК и концентрация ММП-9 и тканевого инги-
битора металлопротеиназ  1 (ТИМП-1) в плазме 
повышены по сравнению с контрольной группой.  



ММП-2 И ММП-9 ПРИ НЕАЛКОГОЛЬНОЙ ЖИРОВОЙ БОЛЕЗНИ ПЕЧЕНИ 1939

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

Рис. 4. Схема, отражающая предполагаемую связь изменения уровней ММП-2 и -9 и разных стадий НАЖБП. 
Объяснения в тексте; ↑  – увеличение; ↓  – уменьшение

Авторы пришли к выводу, что изменения в про-
филях экспрессии MMP/TIMP в лейкоцитах в ос-
новном не связаны с их уровнями в плазме  [71]. 
Cursio  et  al.  [60] на крысиной модели поврежде-
ния печени, вызванного ишемией/реперфузией, 
также показали, что уровень мРНК генов ММП 
может не соответствовать содержанию активной 
формы ММП в зависимости от стадии фиброза: 
экспрессия мРНК гена ММР2 повышалась на всех 
стадиях повреждения печени, однако активная 
ММП-2 была обнаружена на более поздних ста-
диях, во время разрешения фиброза. Авторы пока-
зали, что экспрессия гена MMP2, а также генов, 
кодирующих ММП-14 и ТИМП-2 (необходимых для 
активации ММП-2), индуцируются с задержкой и 
длительно при повреждении печени  [60]. Авто-
ры отметили, что ранняя индукция ММП после 
реперфузии способствует повреждению печени 
и может способствовать гибели клеток. Можем 
предположить, что при СП действуют механизмы, 
которые тонко регулируют уровень ММП-2 и  -9, 
не допуская их повышения на первых этапах 
повреждения печени. Важно, что в нормальной 
печени уровень ММП сбалансированно регули-
руется множеством молекул, и нарушение этого 
баланса вносит вклад в развитие патологии. На-
пример, несбалансированная экспрессия ТИМП 
и ММП может ускорить или обострить развитие 
фиброза  [93].

Мы выявили снижение ММП-2 при СП, хотя 
в последующих стадиях НАЖБП отличия от кон-
трольной группы не обнаружено (рис. 1). Уровень 
транскриптов гена MMP2 в ЛПК пациентов СП 
ниже, чем у пациентов НАСГ-УА и -ВА  (табл.  4). 
Наши данные позволяют предполагать, что уро-
вень ММП-2 при СП снижается за счет снижения 
уровня транскрипции гена MMP2, что косвенно 
подтверждается также данными корреляцион-
ного анализа, согласно которым выявлена замет-

ная корреляция между уровнем мРНК гена MMP2 
и содержанием ММП-2 в крови при СП  (табл.  6). 
На  рис.  4 представлена схема, отражающая пред-
полагаемую связь изменения уровней ММП-2 и  -9 
и разных стадий НАЖБП. По  нашему мнению, 
снижение уровня ММП-2 в крови именно на ста-
дии простого стеатоза при НАЖБП (в условиях 
отсутствия выраженного фиброза) объясняется 
запуском «низкоуровневого воспаления». Низко-
уровневое хроническое воспаление (low-grade 
chronic inflammation) при гепатостеатозе имеет 
основополагающее значение в прогрессировании 
НАЖБП. К  основным факторам, осуществляющим  
регуляцию экспрессии различных растворимых 
провоспалительных медиаторов (цитокинов и хе-
мокинов) и молекул адгезии лейкоцитов при за-
пуске воспаления, относится индуцируемый фак-
тор транскрипции NF-κB  [94]. К  генам-мишеням 
NF-κB относятся гены, кодирующие ФНОα, ИЛ-1, 
ИЛ-6, MCP-1 и другие  [95]. Белая жировая ткань 
является основным жировым депо и крупней-
шим эндокринным органом, который системно 
секретирует адипокины и цитокины. При увели-
чении пула свободных жирных кислот адипоци-
ты подвергаются аномальному расширению, что 
приводит к гипоксии и старению, вызванному 
ремоделированием. В  этих условиях адипоциты 
испытывают стресс эндоплазматического рети-
кулума, повышается продукция активных форм 
кислорода. Слабовыраженное хроническое воспа-
ление инициируется и поддерживается с течени-
ем времени дисфункциональными адипоцитами, 
которые секретируют воспалительные адипоци-
токины (лептин, резистин, ФНОα, ИЛ-6 и другие), 
и  инфильтрацией иммунных клеток, продуциру-
ющих цитокины и хемокины  [96]. Большую роль 
в процессах низкоуровневого воспаления отводят 
активированным макрофагам жировой ткани, ко-
торые участвуют в воспалительных сигнальных 
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путях, включающих JNK, IKK/NF-κB и JAK/STAT, 
посредством секреции воспалительных факторов, 
таких как ФНОα, ИЛ-6, ИЛ-1β и LTB4, тем самым 
вызывая хроническое воспаление жировой ткани, 
печени и мышц, что в дальнейшем приводит к 
резистентности к инсулину  [97].

Низкоуровневое воспаление, которое имеет 
место при простом стеатозе печени, не проявля-
ется гистологически, не отражается в изменени-
ях рутинных клинико-лабораторных показателей 
крови  (табл.  1), однако регистрируется повыше-
ние провоспалительных цитокинов (ФНОα, ИЛ-6, 
ИЛ-8) в крови по сравнению с контролем (табл. 5). 
Запуск воспалительных процессов на самой ран-
ней стадии патогенеза НАЖБП (СП) подтверждается 
также повышением экспрессии в периферических 
лейкоцитах гена NLRP3, кодирующего ключе-
вой компонент NLRP3-инфламмасомы  (табл.  4). 
NLRP3-инфламмасома играет решающую роль в 
воспалении при НАЖБП, способствуя поврежде-
нию печени и фиброзу при развитии НАСГ [81, 98]. 
Белок NLRP3 (pyrin domain containing protein  3) 
взаимодействует с апоптоз-ассоциированным бел-
ком PYCARD/ASC, содержащим домен рекрутирова-
ния каспазы  1, расщепляющей предшественники 
ИЛ-1β и ИЛ-18 с образованием их биологически 
активных форм  [81]. Как известно, ИЛ-1β инду-
цирует продукцию ММП-2 клетками соедини-
тельной ткани, а активированная ММП-2, в свою 
очередь, отрицательно регулирует активность 
ИЛ-1β посредством его деградации  [54]. Есть дан-
ные о том, что экспрессия гена NLRP3 в печени 
повышается у мышей с индуцированным стеа-
тозом уже на ранней стадии (при  СП), при этом 
увеличение компонентов NLRP3-инфламмосомы 
на уровне белка происходит только на стадии 
НАСГ [99]. Согласно нашим данным, на стадии СП 
имеет место понижение уровня ММП-2 в крови 
и повышение уровня транскриптов гена NLRP3 в 
ЛПК, тогда как при трансформации СП в НАСГ (на 
стадии НАСГ) концентрация ММП-2 и уровень экс-
прессии гена NLRP3 не отличаются от группы здо-
ровых людей  (рис.  1; табл.  4). Предполагаем, что 
снижение уровня ММП-2 при  СП может приво-
дить к активации/усилению воспаления. В пользу 
этого выступают данные о противовоспалитель-
ных свойствах ММП-2. При дефиците ММП-2 у 
человека развивается тяжелый воспалительный 
и метаболический синдром, включающий сер-
дечную дисфункцию, вероятно, за счет избытка 
сердечной фосфолипазы  А2 (сердечная  sPLA2). 
sPLA2  высвобождается из кардиомиоцитов в 
ответ на моноцитарный хемоаттрактантный 
белок-3 (MCP-3)  [52]. MCP-3 является провоспали-
тельным цитокином, ММП-2 инактивирует MCP-3 
расщеплением. Расщепленный MCP-3 связывает-
ся с CC-хемокиновыми рецепторами (CCR1, CCR2 

и CCR3), действуя как общий антагонист хемо-
кинов  [53]. ММП-2 реализует противовоспали-
тельное действие также посредством деградации 
провоспалительного ИЛ-1β  [54]. Согласно нашим 
данным, при НАСГ наблюдается повышение уров-
ня ММП-2 до уровня контроля и обнаруживается 
положительная корреляция концентрации ММП-2 
в крови с СОЭ у пациентов НАСГ-СА, НАСГ-ВА 
(сила связи оценивается как высокая)  (табл.  6), 
что может быть связано с трансформацией низ-
коуровневого воспаления в активное и повыше-
нием активности NLRP3-инфламмосомы. Боль-
шую роль в реализации этой связи играет ИЛ-1β, 
который, по данным, полученным нами ранее, 
повышен при СП и НАСГ относительно контроля 
и на цирротической стадии НАЖБП достигает  
максимума  [77].

Снижение уровня ММП-2 при стеатозе печени 
может быть связано не только с запуском про-
воспалительных механизмов (формированием 
и поддержанием низкоуровневого воспаления),  
но и с активацией профибротических механизмов 
и подавлением продукции ММП-2, выполняю-
щей протективную роль. Показано, что дефицит 
ММП-2 вызывает активацию  ЗКП и ускоряет фиб-
роз в мышиных моделях фиброза, индуцирован-
ного CCl4 и холестазом [39, 40], предположительно, 
за счет активации продукции ТИМП-1 [40]. Кроме 
того, показано, что ММП-2 подавляет экспрессию 
коллагена α1(I) активированными ЗКП, обеспечи-
вая тем самым защитную роль при фиброгене-
зе  [39]. Согласно данным Were  et  al.  [81], уровень 
мРНК гена NLRP3 в печени повышен при НАСГ и 
коррелирует с отложением коллагена, при этом 
делеция Nlrp3 у мышей с индуцируемым НАСГ и 
фиброзом приводит к защите от фиброза печени 
и снижению мРНК гена коллагена  I  типа COL1A1 
по сравнению с мышами дикого типа. Таким об-
разом, можно предположить, что активация вос-
паления при СП приводит к активации экспрес-
сии гена NLRP3, что влечет за собой повышение 
экспрессии гена, кодирующего про-альфа  1-цепь 
коллагена  I. Уровень ММП-2, способной подав-
лять экспрессию коллагена  α1(I) активированны-
ми  ЗКП, при этом снижен, что приводит к  избы-
точному синтезу коллагена  I, важного компонента 
ВКМ печени.

Нами впервые показано, что повышение кон-
центрации ММП-9 в плазме крови пациентов с 
НАСГ-СА имеет диагностическую значимость для 
выявления НАСГ-СА среди пациентов с простым 
стеатозом с оптимальным порогом отсечения 
>389,50  пг/мл ММП-9 в плазме крови (табл.  3). Эти 
результаты имеют потенциальную клиническую 
ценность для диагностики ранних форм НАЖБП 
при отсутствии значимого фиброза. Другими ис-
следователями предпринимались попытки оце-
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нить уровень ММП в крови пациентов НАЖБП и 
рассмотреть возможность использования данных 
показателей в качестве маркеров разграничения 
форм заболевания (НАСГ и СП) и стадий фиброза. 
Trojanek et al.  [71] показали, что у детей с НАЖБП 
уровни мРНК MMP9 и TIMP2 в ЛПК и концентра-
ция ММП-9 и ТИМП-1 в плазме повышены по 
сравнению с контрольной группой. Однако группа 
пациентов в данном исследовании была сформи-
рована только из детей с высоким уровнем АЛТ 
и АСТ [71]. В другой работе сывороточные уровни 
ММП-9, ТИМП-1 и ТИМП-2 были оценены в каче-
стве клинико-лабораторных маркеров фиброза пе-
чени при НАЖБП  [73]. Согласно расчетам по фор-
муле Кульбака, авторы отнесли уровень ММП-9 
в сыворотке крови к наиболее информативным 
показателям в оценке прогрессирования началь-
ных стадий фиброза  (I  →  II), а уровень ТИМП-1 и 
ТИМП-2  – к более информативным в отношении 
прогрессирования фиброза  II в III  стадию. При 
этом статистически значимые различия между 
группами пациентов в зависимости от степени 
фиброза выявлены только по уровню ТИМП-2 
и не обнаружены для концентрации ММП-9 и 
ТИМП-1 в сыворотке крови  [73]. Другими авто-
рами был выявлен повышенный уровень ММП-2 
и ММП-9 в крови у больных НАЖБП по сравне-
нию с контролем, однако данные показатели не 
имели диагностической значимости для различе-
ния НАСГ от СП. При этом около половины па-
циентов с НАЖБП имели сахарный диабет  [100]. 
В  одном исследовании было показано, что уро-
вень ММП-9 имеет прогностическую значимость 
для выявления НАСГ у пациентов с морбидным 
ожирением, которым показана бариатрическая 
операция [101]. В проведенное нами исследование 
не были включены пациенты НАЖБП с диабетом, 
морбидным ожирением, выраженным фибро-
зом. Кроме того, мы рассматривали НАСГ разной 
степени гистологической активности, в том  
числе НАСГ-СА.

Мы считаем, что выявленное нами повы-
шение уровня ММП-9 в крови при раннем НАСГ 
(НАСГ-СА) связано с ролью ММП-9 в активной 
миграции иммунокомпетентных клеток крови в 
печень на раннем этапе трансформации стеатоза 
печени в стеатогепатит, когда запускаются гепато-
целлюлярная баллонная дегенерация, дольковое 
и портальное воспаление. Считается, что уро-
вень экспрессии ММП-2 относительно постоянен 
и не зависит от содержания цитокинов или фак
торов роста, а базальные уровни ММП-9 обычно 
низки, и ее экспрессия может индуцироваться 
повышенным уровнем цитокинов/хемокинов, 
включая ФНОα  [56]. Нами показано, что концен-
трации основных провоспалительных цитокинов 
(ФНОα, ИЛ-6, ИЛ-8) в крови при СП и НАСГ выше 

по сравнению с контролем и не различаются в 
зависимости от формы НАЖБП и активности 
НАСГ  (табл.  5). Цитокины и другие провоспали-
тельные факторы могут индуцировать выработку 
ММП-9 моноцитами, лейкоцитами, макрофагами 
и фибробластами  [29, 56]. ММП-9, в свою очередь, 
участвует в процессах воспаления, активируя 
провоспалительные цитокины, такие как ФНОα 
и ИЛ-1β  [51,  70], а также способствуя инфильтра-
ции лейкоцитов в печень [48–50]. Накоплены дан-
ные, свидетельствующие о снижении инфильтра-
ции лейкоцитов в печень при дефиците ММП-9. 
В  модели экспериментально вызванного стеатоза 
у мышей нокаут гена Mmp9 приводил к сниже-
нию инфильтрации лейкоцитов, экспрессии про-
воспалительных цитокинов и некроза печени по 
сравнению с мышами дикого типа [48]. Также по-
казано, что ММП-9 является критическим медиа-
тором миграции лейкоцитов при повреждении 
печени, вызванном ишемией/реперфузией  [49]. 
ММП-9 способствует адгезии лейкоцитов к эндо-
телиальным клеткам и транспорту нейтрофилов 
в воспаленные ткани посредством расщепления 
большого эндотелина-1 (ET-1) с образованием 
ET-1(1–32), который связывается с рецептором 
эндотелина  А, приводя к снижению экспрессии 
L-селектина и активации интегрина CD11b/CD18 
на поверхности нейтрофилов  [50]. Таким образом, 
высокий уровень ММП-9 в плазме крови при ран-
нем НАСГ (НАСГ-СА) может быть связан с акти-
вацией воспалительного процесса при прогрес-
сировании НАЖБП от СП к НАСГ, в том числе с 
активной миграцией иммунокомпетентных кле-
ток крови в печень.

Что касается уровня ММП-9 при более высо-
кой активности НАСГ (НАСГ-УА, -ВА), он оказался 
понижен до уровня контроля, что может быть 
связано с преобладанием антифибротических эф-
фектов данной металлопротеазы. Участие ММП-9 
в антифибротических механизмах при НАСГ 
косвенно подтверждается результатами корре-
ляционного анализа, согласно которым ММП-9 
заметно отрицательно коррелирует с АЛТ и APRI 
при НАСГ-СА и также отрицательно  – с ИГА при 
НАСГ-УА  (табл.  6). Отрицательная корреляция 
уровня ММП-9 в крови с показателями фиброза 
была также выявлена в работе Goyale  et  al.  [102]. 
Есть подтверждения того, что ММП-9 играет важ-
ную роль в разрешении фиброза печени  [42,  43]. 
ММП-9 может активировать апоптоз ЗКП  [41], а 
также способствовать переключению макрофагов 
с М1  (воспалительного) на М2  (прорегенератив-
ный) тип  [42].

Ранее нами были показаны различия цито-
кинового профиля и уровней некоторых пока-
зателей апоптоза в крови пациентов с разными 
формами НАЖБП, что подтверждает тесную связь 
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процессов воспаления и апоптоза при прогрес-
сировании НАЖБП  [77,  78]. Развитие НАСГ сопро-
вождается активацией процессов воспаления, 
фиброза и апоптоза  [19,  20]. Согласно результа-
там анализа связи между изменениями концен-
трации ММП-9 и уровнем изучаемых показателей 
крови пациентов НАЖБП и здоровых людей, при 
НАСГ-СА уровень ММП-9 в плазме отрицательно 
коррелирует с уровнем мРНК гена ADAM17 в ЛПК 
и положительно  – с содержанием рИЛ-6Р в кро-
ви  (табл.  6). Уровень транскриптов гена ADAM17 
в ЛПК при НАСГ высокой активности выше, чем 
у здоровых людей и пациентов групп НАСГ-СА 
и  -УА. ADAM17 является важным регулятором 
процессов воспаления и регенерации, расщепляя 
эктодомены различных трансмембранных бел-
ков, таких как факторы роста, рецепторы и их 
лиганды, цитокины и молекулы клеточной адге-
зии [103], а также принимает участие в процессах 
апоптоза и фиброза  [80]. Фермент ADAM17 опо-
средует индуцированный апоптозом каспазоза-
висимый шеддинг растворимого рецептора ИЛ-6 
(рИЛ-6Р) из клеточной мембраны, осуществляет 
протеолитическое высвобождение ФНОα  [80]. 
Ранее нами выявлена тесная связь изменения 
уровня рИЛ-6Р с процессами апоптоза ЛПК и ге-
патоцитов  [78]. Li et al.  [79] показали, что ADAM17 
опосредует экспрессию ММП-9 через ось ADAM17/
TNFα/NF-κB. Также авторы показали, что нацели-
вание на ADAM17 интерферирующей РНК с помо-
щью лентивирусного вектора подавляет индуци-
рованную липополисахаридом экспрессию ММП-9 
в эпителиальных клетках легких посредством ин-
гибирования передачи сигналов TNFα/NF-κB  [79]. 
Вероятно, одной из ключевых молекул в реали-
зации выявленной нами сильной положительной 
связи плазменных уровней ММП-9 и рИЛ-6Р при 
НАСГ-ВА (табл.  6) выступает ADAM17. Логично было 
бы ожидать, что высокая концентрации рИЛ-6Р 
в крови будет соответствовать высокому уровню 
мРНК гена ADAM17, но, по нашим данным, при 
НАСГ-ВА уровень мРНК гена ADAM17 в ЛПК ока-
зался выше, чем у здоровых людей, НАСГ-СА и -УА 
(табл.  4), а уровень рИЛ-6Р  – ниже, чем у других 
групп  (табл.  5). Здесь необходимо отметить, что 
мы оценивали экспрессию ADAM17 только на 
уровне транскриптов гена, поэтому не исключено, 
что на уровне белка могут быть получены иные  
данные.

В последнее время появляется все больше 
сведений об участии ММП в реализации апоп-
тоза гепатоцитов. Показано, что у Mmp9–/–-мышей 
ослаблена регенерация печени после частичной 
гепатэктомии, снижен уровень апоптоза гепато-
цитов (согласно результатам TUNEL) и экспрес-
сия активной формы каспазы  3  [67]. В  работе 
An  et  al.  [104] был описан эффект розмариновой 

кислоты на клетки  HepG2. Обработка розмарино-
вой кислотой дозозависимо усиливала апоптоз 
клеток  HepG2, при этом экспрессия ММП-9 сни-
жалась, а уровень расщепленной каспазы  3 был 
увеличен  [104]. В  нашем исследовании уровень 
ФЦК-18, который является специфическим пока-
зателем апоптоза гепатоцитов, повышен при 
СП и НАСГ относительно контроля и нарастает 
при прогрессировании НАСГ  (табл.  1). При этом 
активность каспазы  3 в периферических лейко-
цитах при НАСГ-УА и -ВА выше, чем у здоровых 
людей  (табл.  5). Нами выявлена заметная поло-
жительная корреляция между уровнем ММП-9 в 
плазме и активностью каспазы  3 в ЛПК доноров 
контрольной группы, в то время как при НАСГ-УА 
и -ВА данные показатели коррелируют отрица-
тельно  (табл.  6). Таким образом, при НАЖБП уро-
вень ММП-9 может быть связан не только с вос-
палением, но и с процессом апоптоза. Вероятно, 
на фоне активации воспаления при переходе СП 
к раннему НАСГ повышается уровень ММП-9 в 
крови. При повышении активности НАСГ проис-
ходит усиление апоптоза гепатоцитов (согласно 
уровню ФЦК-18), повышается уровень активно
сти каспазы  3 в ЛПК, при этом уровень ММП-9 
в крови снижается до уровня контроля и  СП. 
Полученные нами данные о снижении уров-
ня ММП-9 при усилении апоптоза согласуются 
с результатами культурального эксперимента  
An  et  al.  [104].

Таким образом, уровень ММП-2 и ММП-9 
может быть связан с наличием и активностью 
воспаления в паренхиме печени, в том числе на 
ранних стадиях патогенеза НАЖБП, когда имеет 
место низкоуровневое воспаление и запуск про-
цессов фиброгенеза. Снижение уровня ММП-2 
в крови при  СП может означать подавление 
противовоспалительных и антифибротических 
реакций, в которых участвует ММП-2. С  другой 
стороны, при  СП активируются провоспали-
тельные процессы, в том числе экспрессия гена 
NLRP3 в  периферических лейкоцитах больных  
НАЖБП, что было показано нами впервые. Раз-
витие НАСГ сопровождается активацией процес-
сов воспаления, фиброза и апоптоза. Высокий 
уровень ММП-9 в плазме крови при раннем НАСГ 
(НАСГ-СА) может быть связан с активацией вос-
палительного процесса при прогрессировании 
НАЖБП от СП к НАСГ. Провоспалительные фак-
торы индуцируют продукцию ММП-9, которая 
усиливает воспаление, процессируя провоспа-
лительные цитокины и способствуя инфильтра-
ции лейкоцитов в печень. Дальнейшее сниже-
ние уровня ММП-9 при прогрессировании НАСГ 
может быть связано с преобладанием антифиб-
ротических эффектов данной металлопротеа-
зы, а также с активацией процессов апоптоза.  
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Возможно, определенную роль в реализации этой 
связи играет  ADAM17.

Ограничения исследования. Роль ткане-
вых ингибиторов металлопротеиназ в регуля-
ции экспрессии ММП-2 и -9 при прогрессиро-
вании НАЖБП еще предстоит оценить. Кроме 
того, ограничением данного исследования может 
служить отсутствие данных об уровне протео-
литической активности ММП-2 и ММП-9 в крови 
исследуемых, что затрудняет сравнение резуль-
татов с уже имеющимися в литературе сведе- 
ниями  [105,  106].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами впервые показано одновременное 
снижение ММП-2 при СП на фоне активации 
NLRP3-зависимых провоспалительных каскадов, 
что может иметь значение при дифференциаль-
ной диагностике простого стеатоза, если в буду-
щих исследованиях будет подтверждено, что уро-
вень ММП-2 стабильно снижен на протяжении 
всей стадии стеатоза. Мы также обнаружили 
повышение ММП-9 при НАСГ-СА, отражающее 
дебют морфологической трансформации заболе-
вания, миграцию лейкоцитов и гибель гепато-
цитов. В  связи с этим считаем, что ММП-9-свя-
занные молекулярно-биологические каскады 
могут открыть новые терапевтические мишени, 
которые помогут купировать трансформацию 
стеатоза в стеатогепатит. Мы впервые показали, 
что уровень ММП-9 в плазме крови >389,50  пг/мл 
имеет диагностическую значимость для выявле-
ния раннего НАСГ (слабой активности) среди па-
циентов с простым стеатозом, что представляется 
особенно перспективным для диагностики НАСГ 
из-за невозможности выполнения биопсии пече-
ни по  этическим причинам и вследствие диагно-
стических ограничений.

Полученные результаты расширяют име-
ющееся на данный момент понимание роли 
ММП-2 и  ММП-9 в реализации процессов воспа-
ления, фиброза и апоптоза при прогрессировании 
НАЖБП. Представляется перспективным более 
глубокое изучение роли желатиназ на ранних ста-
диях заболевания, в том числе при трансформа-
ции стеатоза печени в НАСГ, с целью разработки 
терапевтических стратегий для снижения риска 
прогрессирования заболевания.
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MMP-2 and MMP-9 play an important role in the pathogenesis of chronic liver diseases, participating 
in the processes of inflammation and fibrosis. Their role in the progression of non-alcoholic fatty 
liver disease (NAFLD) is poorly understood. The analysis of MMP-2, -9 levels in the blood plasma of 
patients with different forms of NAFLD (liver steatosis (LS) and non-alcoholic steatohepatitis (NASH) 
of weak (-WA), moderate (MA), high (-HA) activity without pronounced fibrosis) was performed. Cor-
relations between the levels of MMP-2, -9 and mRNA of the genes MMP2, MMP9, ADAM17, NLRP3, 
caspase  3 activity in peripheral blood leukocytes (PBL), TNFα, IL-6, sIL-6R, cytokeratin-18 fragments 
in plasma were assessed. In steatosis, the levels of MMP2 gene mRNA in PBL and MMP-2 in plasma 
are lower than in the control, and the expression of the NLRP3 gene in PBL is increased relative to 
other groups. In NASH-WA, the level of MMP-9 is higher than in the control, LS, and NASH-MA, which 
can be associated with the activation of inflammation during the transformation of LS into NASH. 
The  plasma level of MMP-9 over 389.50  pg/ml is diagnostically significant for the detection of NASH-
WA among steatosis patients (AUC  ROC  =  0.818, 95% CI  =  0.689–0.948, p  <  0.001). In NAFLD, the level 
of MMP-9 can be associated not only with inflammation, but also with apoptosis. ADAM17 probably 
plays a certain role in this regard. In advanced NASH, hepatocyte apoptosis is increased, the level of 
caspase  3 activity in PBL is increased, the level of MMP-9 in the blood is reduced to the level of the 
control and LS. In NASH-HA, the level of mRNA of the ADAM17 gene in PBL is increased compared 
to the control, NASH-WA and NASH-MA. Thus, MMP-2 and MMP-9 are involved in the pathogenesis 
of NAFLD already at early stages and their level in the blood can be associated with the presence 
and  activity of inflammation in the liver parenchyma.

Keywords: matrix metalloproteinase  2, matrix metalloproteinase  9, non-alcoholic fatty liver disease, 
liver steatosis, non-alcoholic steatohepatitis, inflammation, fibrosis, apoptosis, NLRP3, ADAM17
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Флуоресцентно меченный и конъюгированный (стрепт)авидин широко используется для визуа-
лизации биотинилированных молекул в иммунологических анализах и гистохимии. В  пред-
ставленной работе показано, что кроме биотина, эти белки связывают ряд гликанов, в том 
числе фрагменты гликопротеиновых и гликолипидных цепей млекопитающих, в частности, 
антигены системы крови АВО, олиголактозамины, 6-О-сульфатированные олигосахариды.  
Это взаимодействие дозозависимо ингибируется гликанами в полимерной (но не в мономер-
ной) конъюгированной форме на уровне микромолярной концентрации, т.е. требует полива-
лентности. С учётом кластерной организации гликанов клетки (гликопротеинов и гликолипи-
дов), при исследовании объектов, содержащих углеводы, это свойство является потенциальным 
источником ошибки, которую можно предотвратить, избегая большого избытка (стрепт)ави-
дина в аналитической системе.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: стрептавидин, авидин, гликоконъюгаты, гликаны, гликановый эррей, 
микрочип.

DOI: 10.31857/S0320972524110143 EDN: IKGDSV

Принятые сокращения: ПХ  – пероксидаза хрена; 
ФСБ  – фосфатно-солевой буфер.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

(Стрепт)авидин широко используется в 
огромном количестве тест-систем благодаря уни-
кально высокой (10−14  М) константе связывания с 
биотином  [1]. Однако биотин является не един-
ственным его лигандом; ранее было описано 
низкоаффинное взаимодействие с нуклеозида-
ми  [2] и пептидами  [3], а моносахарид манноза 
ингибировал на миллимолярном уровне взаимо-
действие как стрептавидина, так и авидина с 
биотинилированным кальретикулином при из-
учении гликан-связывающих свойств последнего 
с помощью планшетного твердофазного метода 
анализа и блот-анализа  [4]; аналогичная актив-
ность была продемонстрирована для сахарозы [5], 
мальтозы [6] и глюкозы [7]. Несмотря на наличие 

литературных данных, подавляющее большин-
ство специалистов в области биоаналитической 
химии не учитывает риск побочного взаимодей-
ствия (стрепт)авидина с гликанами. Лишь обнару-
жив такое неожиданное взаимодействие, авторы 
настоящей работы провели литературный поиск и 
нашли цитированные выше статьи. Последующее 
целенаправленное исследование, проведённое с 
помощью таких вариантов твердофазного ана-
лиза, как представительный гликановый эррей 
(в формате микрочипа) и планшетный анализ, 
показало, что (стрепт)авидин взаимодействует со 
многими гликанами, в том числе характерными 
для тканей и клеток млекопитающих.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Соли и другие неорганические реагенты были 
производства компании «Sigma-Aldrich» (Сент-
Луис, Миссури, США).
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Гликановый эррей. Гликановый эррей, содер-
жащий 174 аминоспейсерированных гликана и 
соответствующие им полиакриламидные глико-
конъюгаты, Glyc-PAA, где Glyc  – остаток гликана, 
а РАА  – полиакриламид молекулярной массы 
~20  кДа («GlycoNZ», Окленд, Новая Зеландия), 
печатали в формате микрочипа (далее термины 
«гликановый эррей», «микрочип» и «чип» будут 
использованы как эквивалентные) методом робо-
тизированного нанесения бесконтактным прин-
тером sciFLEXARRAYER  S5 («Scienion», Берлин, 
Германия) 0,9  нл растворов гликанов или РАА-
конъюгатов в буфере для печати (300  мМ фос-
фатный буфер, рН  8,5, содержащий 0,001%-ный 
Tween-20) на стёкла размером 25  ×  75  мм, акти-
вированные N-гидроксисукцинимидом (Slide  H, 
«Schott Nexterion», Йена, Германия). Концентрация 
гликанов в буфере для печати составляла 50 мкМ. 
Все лиганды были напечатаны в шести повторах. 
Размер наносимых пятен ~80  мкм. После печати 
чипы инкубировали в течение 1 ч при комнатной 
температуре и 75%-ной влажности. Затем, соглас-
но протоколу производителя активированных 
слайдов, оставшиеся N-гидроксисукцинимидные 
группы блокировали погружением чипов в бло-
кировочный буфер (25  мМ этаноламин в 100  мМ 
боратном буфере, содержащий 0,2%-ный Tween-20, 
рН 8,5) на 1,5 ч. Контроль иммобилизации лиган-
дов осуществляли с помощью поликлональных 
антител сыворотки крови человека, а также с 
использованием наборов растительных лектинов 
и моноклональных антител (как описано, напри-
мер, в работе Obukhova et  al.  [8]).

Взаимодействие стрептавидина с глика-
нами чипа. 1 мл раствора стрептавидина, мечен-
ного красителем Alexa 555 («Invitrogen», Карлсбад,  
Калифорния, США), в концентрации 1  мкг/мл 
(18  нМ) в фосфатно-солевом буфере (ФСБ, «Эко-
Сервис», Санкт-Петербург, Россия), содержащем 
0,1%-ный (v/v) Tween-20 («Sigma-Aldrich») (ФСБ-0,1%), 
наносили на чип (предварительно смоченный в 
ФСБ-0,1% в течение 10 мин при комнатной темпе-
ратуре) и инкубировали в течение 1  ч при 37  °C 
и 75%-ной влажности. Затем чип дважды про-
мывали ФСБ, содержащим 0,05%-ный Tween-20, 
и, на заключительном этапе, бидистиллирован-
ной водой, после чего высушивали центрифуги-
рованием и сканировали (разрешение 10  мкм) 
с помощью флуоресцентного сканера InnoScan 
1100 AL («Innopsys», Карбон, Франция). Изображе-
ния преобразовывали в таблицу Excel с помощью 
программного обеспечения ScanArray Express  4.0 
с использованием метода фиксированных колец 
(«PerkinElmer», Шелтон, Коннектикут, США) и 
GAL-файла. Результаты представляли в виде ме-
дианы относительных единиц флуоресценции 
(ОЕФ). Сигналы величины, в 10 раз превышающей 

ОЕФ фона (сигналы от пятен, не содержащих гли-
канов), считали значимыми.

Взаимодействие рицинового агглютинина 
(RCA  120) с гликанами чипа. 1  мл раствора био-
тинилированного RCA  120 («Vector Laboratories», 
Ньюарк, Калифорния, США) в концентрации 
10  мкг/мл в ФСБ-0,1% наносили на микрочип и 
инкубировали в течение 1  ч при 37  °C и 75%-ной 
влажности с последующей промывкой ФСБ-0,05%. 
Затем наносили 1  мл раствора стрептавидина, 
меченного Alexa  555 («Invitrogen»), в концентра-
ции 1  мкг/мл (18  нМ) или 0,1  мкг/мл (1,8  нМ) в 
ФСБ-0,1% и инкубировали в течение 1  ч при 37  °C 
и 75%-ной влажности. Затем были выполнены по-
следующие этапы, как описано в разделе «Взаимо-
действие стрептавидина с гликанами чипа».

96-Луночный твердофазный анализ. Взаи-
модействие стрептавидина и авидина с гли-
коконъюгатами. Прямое связывание. В  лун-
ки планшетов (NUNC Maxisorp, «Thermo Fisher  
Scientific», Уолтем, Массачусетс, США) вноси-
ли по 100  мкл растворов конъюгатов Glyc-РАА 
(«GlycoNZ») в двух повторах, в двукратном раз-
ведении, начиная с 20  мкг/мл, в 0,05  М Na-карбо-
натном буфере, рН 9,6, и инкубировали в течение 
1 ч при 37  °C, после чего вносили 120 мкл 1%-ного 
бычьего сывороточного альбумина, БСА («Sigma-
Aldrich»), в ФСБ и выдерживали в течение 1 ч при 
37  °C. Затем лунки трижды промывали ФСБ-0,05%, 
после чего прибавляли 100  мкл раствора стреп-
тавидина, меченного пероксидазой хрена (ПХ), 
cтрептавидина-ПХ («Southern Biotech», Бирмин-
гем, Алабама, США), или авидина-ПХ («BioLegend», 
Сан-Диего, Калифорния, США) в концентрации 
0,1  мкг/мл (1,8  нМ) в ФСБ, содержащем 0,3% БСА 
(ФСБ-0,3% БСА), и инкубировали в течение 1  ч 
при 37  °C. После промывки, как описано выше, 
проводили оценку ферментативной активности 
пероксидазы путём 30-минутной инкубации с бу-
фером, состоящим из 0,1  М фосфата натрия/0,1  М 
лимонной кислоты, содержащим 0,04%-ный о-фе-
нилендиамин и 0,03%-ную H2O2 (100  мкл/лунка), 
что сопровождалось изменением цветности суб-
стратного раствора. Реакцию останавливали до-
бавлением в лунки планшета 50  мкл 1  М H2SO4. 
Оптическую плотность (ОП) регистрировали при 
длине волны 492  нм с помощью многофункцио-
нального планшетного анализатора Wallac Victor2 
1420 («PerkinElmer», Шелтон, Коннектикут, США). 
Все эксперименты проводили дважды, разброс 
между значениями не превышал 10%.

Ингибирование взаимодействия стрепта-
видина с гликоконъюгатами. В лунки план-
шетов вносили по 100  мкл раствора конъюгата 
GlcNAcα-РАА в концентрации 10  мкг/мл в 0,05  М 
Na-карбонатном буфере, рН  9,6, после чего лунки 
блокировали и промывали, как указано в разделе 
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«Взаимодействие стрептавидина и авидина с гли-
коконъюгатами. Прямое связывание». Последова-
тельные двукратные разведения ингибиторов  – 
гликанов в спейсерированной или в РАА-форме 
(50  мкл/лунка, начальная концентрация 0,5 мМ по 
Glyc в ФСБ-0,3% БСА)  – добавляли одновременно 
со стрептавидин-ПХ (0,2  мкг/мл, 50  мкл/лунка) в 
ФСБ-0,3% БСА, и планшет инкубировали в течение 
1  ч при 37  °C, трижды промывали промывочным 
буфером, затем проводили измерение фермента-
тивной активности пероксидазы, как указано в 
разделе «Взаимодействие стрептавидина и ави-
дина с гликоконъюгатами. Прямое связывание».

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

С помощью микрочипа обнаружено, что 
флуоресцентно меченный стрептавидин взаимо-
действует с несколькими десятками моно- и оли-
госахаридов, иммобилизованных на чипе (около 
50 из 174). На рис. 1 показаны 15 наиболее актив-
ных (топовых) гликанов, включая мальтозу, свя-
зывание которой со стрептавидином наблюдалось 
ранее  [6], более подробно эти данные приведены 
в Приложении  1. Интенсивность сигналов была 
сравнима с интенсивностью «канонических» уг-
леводсвязывающих белков  – лектинов (что пока-
зано, например, в работах Ahmad et  al. и Shilova 
et  al.  [9,  10]).

Среди связывающих гликанов отметим анти-
гены группы крови АВО  – олигосахариды  В и Н, 
олиголактозамины, а также 6-О-сульфатирован-
ные олигосахариды, то есть те, которые типичны 
для гликопротеинов и гликолипидов человека.

С помощью 96-луночного твердофазного ана-
лиза, который включал семь гликанов, проявив-
ших активность в составе чипа, была показана 
концентрационная зависимость взаимодействия 
(рис.  2,  а).

Взаимодействие с гликанами было вос-
производимым при использовании стрепта-
видина разных производителей («Invitrogen», 
«SouthernBiotech» и «Sigma-Aldrich») с разными 
метками (ПХ и Alexa 555). Подобно стрептавидину, 
авидин взаимодействовал с GlcNAcα, трисахари-
дом  Н типа  3 и сульфатированными гликанами 
(данные не показаны).

Согласно проведённому ингибиторному ана-
лизу, взаимодействие стрептавидина с углево-
дами дозозависимо ингибируется конъюгатами 
Glyc-РАА в диапазоне концентраций (по глика-
ну) от 15 до 500  мкМ, как показано на примере 
GlcNAcα-РАА – гликоконъюгата, проявившего мак-
симальную активность как на микрочипе, так и 
в планшетном твердофазном анализе. Отметим,  
что GlcNAcβ-РАА такого действия не оказывал 
(рис.  2,  б). Мономерные (неконъюгированные) 
гликаны не оказывали ингибирующего действия 
в этом диапазоне концентраций, т.е. взаимодей-
ствие требует поливалентности, которая, по-ви-
димому, реализуется всеми свободными (т.е. не 
занятыми меткой или ПХ) субъединицами стреп-
тавидина, с одной стороны, и множеством копий 
остатка Glyc, присоединённого к полимерной 
цепи, – с другой. Сайт связывания белка с глика-
ном не совпадает с сайтом связывания биотина, 
в противном случае биотин вытеснил бы значи-
тельно менее аффинный гликан в используемой 
тест-системе, чего не происходило.

Рис.  1. Гликаны, показавшие наилучшее взаимодействие со стрептавидином, меченным Alexa  555 (в кон-
центрации 1  мкг/мл). Гликановый эррей состоял из 174  гликанов, иммобилизованных в виде полиакрил-
амидных конъюгатов, Glyc-РАА  [11]. Максимально возможное значение флуоресценции (ОЕФ) в этой ана-
литической системе составляет около 65  000; сигналы от пятен, не содержащих лигандов, то есть фон, 
не  превышают 100  ОЕФ. Все моносахариды, за исключением рамнозы, являются D-пиранозами. Тривиаль-
ные названия олигосахаридов приведены в круглых скобках. См. подробнее в Приложении  1
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Рис. 2. Взаимодействие стрептавидина, меченного ПХ (в концентрации 0,1 мкг/мл), с конъюгатами Glyc-РАА: 
а  – концентрационная зависимость взаимодействия с гликоконъюгатами, иммобилизованными в лун-
ках 96-луночного планшета; б  – дозозависимое ингибирование взаимодействия меченого стрептавидина 
с  иммобилизованным GlcNAcα-РАА с помощью GlcNAcα-РАА и GlcNAcβ-РАА, а также неконъюгированными  
GlcNAcα-sp и GlcNAcβ-sp (sp  – спейсер). ОП  – оптическая плотность

Рис.  3. Снижение концентрации стрептавидина при визуализации связывания RCA120 с его лигандами 
не  повлияло ни на общую интенсивность сигнала, ни на профиль взаимодействия. Коэффициент корреля-
ции Пирсона равен 0,92. См. подробнее в Приложении  2

Следует отметить, что диапазон микромо-
лярных концентраций типичен для углеводных 
ингибиторов антигликановых антител и лекти-
нов и соответствует микромолярному диапазону 
констант аффинности  [9, 10, 12], которые доста-
точно высоки, чтобы от нежелательного связыва-
ния стрептавидина с углеводом можно было бы 
освободиться с помощью интенсификации стадии 
промывки комплекса при проведении анализа.

Высокая аффинность биотина по отношению 
к стрептавидину создаёт предпосылку уменьше-
ния концентрации стрептавидиновых реагентов 
в аналитических системах, чтобы тем самым  
без потери аналитического сигнала понизить 
нежелательное связывание с гликанами. Чтобы 
проверить такую возможность, биотинилирован-
ный лектин RCA120 был проявлен с помощью 
флуоресцентно меченного стрептавидина в двух 
концентрациях  – 1  мкг/мл (используется обычно) 
и 0,1  мкг/мл. На рис.  3 показано, что десятикрат-
ное снижение концентрации в целом не вли- 
яло ни на интенсивность наблюдаемого сигнала, 
ни на профиль взаимодействия RCA120 c глика-
нами.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Система (стрепт)авидин-биотин имеет мно-
голетнюю историю использования в качестве 
инструмента для детекции в различных анали-
тических системах. Наряду с многочисленными 
публикациями о её успешном использовании 
существуют работы, свидетельствующие о полу-
чении ложноположительных результатов при вы-
явлении антигенов человека и животных  [13–15]. 
Среди прочих причин в цитируемых работах об-
наруженные факты объясняли присутствием био-
тиноподобных молекул в тканях и/или влиянием 
эндогенных гликанов  [15]. Авторы  [16] отмечали, 
что использование стрептавидина в сэндвич-фор-
мате твердофазного анализа следует проводить с 
осторожностью из-за возможного влияния углево-
дов, содержащихся в образцах. При изучении су-
прамолекулярных конструктов на основе авидина 
были выдвинуты аналогичные объяснения  [6].

Наши исследования показали, что стрепта-
видин и авидин способны связываться с широ-
ким кругом гликанов, в том числе типичных 
для клеток млекопитающих. Несмотря на то, что 
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выявленные углеводные лиганды относятся к 
структурно разным классам, эти взаимодействия 
не являются неспецифическими, а скорее поли-
реактивными, что характерно для ряда лектинов.  
Очевидно, что в действительности круг (стрепт)-
авидин-позитивных гликанов ещё шире, поэтому 
необходимо проявлять осторожность при оценке 
результатов экспериментов, проводимых с ис-
пользованием этих белков в биоаналитических 
тест-системах. Отметим также, что взаимодей-
ствие (стрепт)авидина с гликанами в конкрет-
ной тест-системе будет зависеть от степени гли-
козилирования изучаемого объекта, присутствия 
детергентов и блокирующих агентов и множества 
других факторов.

Общим решением этой проблемы являет-
ся уменьшение количества конъюгированного 
(стрепт)авидина, который обычно берут в неоправ-
данном избытке (как показано в данном исследо-
вании), или применением конъюгата с полипер-
оксидазой, в котором содержание стрептавидина 
снижено. Следует также отметить, что исполь-
зование пары (стрепт)авидин-биотин не ограни-
чивается фундаментальными исследованиями и 
диагностикой in  vitro, (стрепт)авидиновая систе-
ма апробируется для доставки лекарств  [17,  18],  

где обнаруженная полиреактивность этих белков 
становится потенциальным источником побоч-
ных эффектов.
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valence. Taking into account the cluster organization of cell glycans (glycoproteins and glycolipids), 
when analyzing objects containing carbohydrates, this property is a potential source of error, that can 
be prevented by avoiding a large excess of (strept)avidin in the analytical system.

Keywords: streptavidin, avidin, glycoconjugates, glycans, printed glycan array, microarray

https://doi.org/10.1007/s10719-020-09965-5
https://doi.org/10.1007/s10719-020-09965-5
https://doi.org/10.1111/j.1399-3089.2007.00436.x
https://doi.org/10.1016/0076-6879(90)84275-L
https://doi.org/10.1016/0076-6879(90)84275-L
https://doi.org/10.1023/a
https://doi.org/10.1023/a
https://doi.org/10.1023/a
https://doi.org/10.1007/BF03033940
https://doi.org/10.1007/s00253-013-5232-z
https://doi.org/10.1007/s00253-013-5232-z
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2016.11.016


БИОХИМИЯ, 2024, том 89, вып. 11, с. 1956 – 1965

1956

УДК 576.311.348.7:576.311.346.2

ВИМЕНТИНОВЫЕ И ДЕСМИНОВЫЕ  
ПРОМЕЖУТОЧНЫЕ ФИЛАМЕНТЫ ПОДДЕРЖИВАЮТ  

МЕМБРАННЫЙ ПОТЕНЦИАЛ МИТОХОНДРИЙ

© 2024 А.А. Даял1, О.И. Парфентьева1, Ван Хуэйин1, А.С. Шахов1,2,  
И.Б. Алиева1,2, А.А. Минин1*

1 Институт белка РАН,  
142290 Пущино, Московская обл., Россия; электронная почта: alexminin@gmail.com

2 НИИ физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского,  
Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 119992 Москва, Россия

Поступила в редакцию 28.08.2024
После доработки 04.10.2024

Принята к публикации 09.10.2024

Промежуточные филаменты (ПФ)  – один из трёх компонентов цитоскелета животных клеток, 
характерной особенностью которого является многообразие белков, представляющих эти фи-
ламенты в различных клетках. Они обеспечивают механическую прочность клеток, а также 
внутриклеточную локализацию ядер и различных органелл. Десмин представляет собой белок 
ПФ, характерный для мышечных клеток, а близкий ему по структуре виментин встречается 
во многих клетках мезенхимальной природы. В процессе миогенеза, а также при регенерации 
повреждённой мышечной ткани в клетках могут экспрессироваться оба этих белка, образуя 
смешанную сеть ПФ. Известно, что каждый из этих белков контролирует функции митохон-
дрий в соответствующих клетках, отвечает за их локализацию и поддержание мембранного 
потенциала. Вместе с тем неясно, как осуществляется контроль митохондриальных функций в 
клетках со смешанными ПФ. Чтобы выяснить, какое влияние на митохондриальный потенциал 
оказывают эти белки, находясь в клетке одновременно, были использованы клетки ВНК21, 
содержащие виментиновые и десминовые ПФ. Экспрессию одного из них или обоих этих белков 
одновременно подавляли при помощи нокаута их генов и/или РНК-интерференции. Оказалось, 
что при удалении любого из них мембранный потенциал митохондрий оставался на том же 
уровне, что и в присутствии двух белков. Удаление двух белков одновременно приводило к 
снижению потенциала на 20%. Таким образом, виментин и десмин играют одинаковую роль 
в поддержании мембранного потенциала митохондрий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: митохондрии, виментин, десмин, мембранный потенциал митохондрий.
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Принятые сокращения: ПФ  – промежуточные фи-
ламенты.
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ВВЕДЕНИЕ

Митохондрии выполняют важнейшие функ-
ции в эукариотических клетках как в нормаль-
ных условиях, так и при различных патологи-
ческих состояниях. Они участвуют в синтезе 
ATP, образовании активных форм кислорода, ре-
гуляции апоптоза и концентрации кальция 
и  во многих других функциях в клетках  [1–4]. 
На  уровне организма они связаны с иммунным 
ответом, реакцией на стресс, адаптацией к на-
грузкам, а также играют ключевую роль в раз-

витии различных патологий, раковых опухолей 
и в процессе старения  [5–10]. Большинство этих 
функций митохондрий напрямую зависит от их 
мембранного потенциала, за образование кото-
рого отвечают комплексы дыхательной цепи, 
локализованные в их внутренней мембране  [11]. 
Транспорт электронов и перенос протонов в про-
цессе дыхания создаёт электрический потенциал 
около −180 мВ относительно цитозоля  [11]. На то, 
что поддержание мембранного потенциала на 
достаточно высоком уровне имеет критическое 
значение, указывает тот факт, что деполяризо-
ванные митохондрии (в которых потенциал сни-
зился до недопустимого уровня) селективно раз-
рушаются в результате митофагии  [12]. В случае 
массовой деполяризации митохондрий в клетке  
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включается процесс апоптоза, и вся клетка разру- 
шается  [13].

К настоящему времени известны многие 
внутриклеточные факторы, участвующие в 
регуляции мембранного потенциала митохон-
дрий [14], важное место среди которых занимают 
белки промежуточных филаментов (ПФ)  [15]. Так, 
было показано, что мутации кератинов приводят 
к фрагментации митохондрий в гепатоцитах, 
их агрегации и нарушению дыхательной функ-
ции  [16–18]. Виментин, белок III  типа ПФ, регу-
лирует митохондриальный потенциал в фибро-
бластах, и его удаление приводит к снижению 
потенциала на 20%  [19]. Роль другого белка ПФ, 
десмина, характерного для мышечных клеток, в 
дыхательной функции митохондрий также была 
продемонстрирована в ряде работ  [20–24]. Ранее 
мы обнаружили, что виментин и десмин, экс-
прессированные в бактериях, способны напрямую 
связываться с митохондриями in  vitro  [25,  26] и, 
следовательно, могли бы непосредственно участ-
вовать в регуляции свойств митохондрий.

Хотя виментин характерен для различных 
клеток мезенхимальной природы, а десминовые 
ПФ обнаруживаются в мышечных клетках, в опре-
делённых условиях эти белки могут образовывать 
смешанные сети ПФ. Например, на ранних стадиях 
дифференцировки и при регенерации мышечных 
волокон наблюдается одновременная экспрессия 
виментина и десмина [27]. Таким образом, вимен-
тин может сосуществовать с десмином в одной 
клетке, и оба белка, в принципе, могут взаимодей-
ствовать с митохондриями, влияя на их свойства.

Роль виментина в регуляции мембранного 
потенциала митохондрий в ситуации, когда кро-
ме него присутствует десмин, не исследована. 
Более того, несмотря на убедительные данные из 
нескольких лабораторий, указывающие на то, что 
десмин участвует в распределении митохондрий, 
определении их морфологии и дыхательной функ-
ции [20–23], его роль в регуляции их мембранного 
потенциала изучена мало. Чтобы исследовать уча-
стие виментина и десмина в этом процессе при 
одновременной их экспрессии в клетках, в каче-
стве модели были использованы клетки ВНК21, 
в которых эти белки избирательно удалялись 
при помощи РНК-интерференции и/или системы 
CRISPR–Cas9. Оказалось, что каждый из этих двух 
белков способен поддерживать потенциал мито-
хондрий независимо от другого.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток. В работе использовали ли-
нию клеток ВНК21 и полученные из неё при помо-
щи системы CRISPR–Cas9 две линии – ВНК21(Vim−/−) 

и ВНК21(Des−/−). Клетки культивировали в среде 
DMEM («ПанЭко», Россия) с добавлением 10%-ной 
эмбриональной бычьей сыворотки («Биолот», Рос-
сия), пенициллина (100 мкг/мл) и стрептомицина 
(100  мкг/мл) («Sigma-Aldrich», США) при темпера-
туре 37  °С в атмосфере насыщенных водяных 
паров с содержанием 5%  СО2. Для микроскопии 
клетки выращивали на стерильных покровных 
стёклах в течение 16–20  ч.

РНК-интерференция. Для удаления десмина 
в клетках ВНК21 при помощи РНК-интерферен-
ции мы использовали плазмиду pG-SHIN2-des, 
кодирующую shРНК (малую РНК, образующую 
шпильки) 5′-AAGCAGGAGAUGAUGGAGU-3′  [28], и 
GFP в качестве маркера. Для удаления вимен-
тина использовалась плазмида pG-SHIN2-vim, 
кодирующая shРНК 5′-CAGACAGGAUGUUGACAAU-3′ 
[29,  30], любезно предоставленная проф. Р.  Голд-
маном (Северо-Западный университет, Чикаго). 
В контрольных экспериментах использовали 
плазмиду pG-SHIN2-scr, кодирующую shРНК 
5′-AUGUACUGCGCGUGGAGA-3′ того же размера со 
случайной последовательностью.

Нокаут генов. Чтобы разрушить ген вимен
тина в клетках ВНК21, использовали транзит
ную трансфекцию при помощи плазмиды 
pSpCas9n(BB)-Puro-(1+2)Vim, кодирующей две ги-
довых РНК: 5′-CACCGAACUCGGUGUUGAUGGCGU-3′ и  
5′-CACCGAACACCCGCACCAACGAGA-3′  [31]. Для но-
каута гена десмина использовали плазмиду 
pSpCas9(BB)-Puro-Des, кодирующую гидовую РНК 
5′-CACCGCGGCGACCCGGGUCGGCUCG-3′. Линии кле-
ток ВНК21(Vim−/−) и ВНК21(Des−/−) получали при 
помощи селекции в среде DMEM, содержащей 
2  мкг/мл пуромицина и 10  мкг/мл верапамила.

Трансфекция. Трансфекцию клеток проводи-
ли плазмидами при помощи реагента Transfectin 
(«Евроген», Россия). Для этого 1  мг ДНК смеши-
вали с 1  мкл реагента в 100  мкл среды DMEM без 
сыворотки и добавляли к клеткам в 1  мл полной 
среды DMEM.

Флуоресцентная микроскопия живых кле-
ток. Для окрашивания митохондрий клетки инку-
бировали с 5  нМ TMRM («Molecular Probes», США) 
в присутствии 2,2  мкМ верапамила в течение 
30  мин при 37  °С. Стёкла с клетками помещали 
в герметичную камеру со средой DMEM и фото-
графировали при помощи микроскопа Keyence 
BZ-9000 («Keyence», США), снабжённого инкуба-
тором для наблюдения живых клеток («PeCon», 
Германия), в котором поддерживали температуру 
36  ±  2  °С. Съёмку проводили при помощи объек-
тива PlanApo 63× и 12-битной цифровой CCD-ка-
меры. Изображение передавали на компьютер с 
помощью программного обеспечения BZ II Viewer 
(«Keyence») и записывали в виде 12-битных гра-
фических файлов.



ДАЯЛ и др.1958

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

Иммунофлуоресценция и иммуноблоттинг. 
Для окрашивания ПФ в клетках использовали 
фиксацию метанолом при температуре −20  °С в те-
чение 10  мин и метод непрямой иммунофлуорес-
ценции при помощи моноклональных мышиных 
антител V9 против виментина («Sigma-Aldrich») и 
моноклональных мышиных антител DE-U-10 про-
тив десмина («Sigma-Aldrich»). В качестве вторых  
антител использовали FITC- и TRITC-меченые 
антимышиные антитела («Jackson», США). Мик-
рофотографии получали при помощи микроско-
па Keyence BZ-9000 с объективом PlanApo 63× и 
12-битной цифровой CCD-камеры.

Для получения изображений методом мик-
роскопии сверхвысокого разрешения (SIM-мик-
роскопии) использовали микроскоп Nikon N-SIM 
(«Nikon», Япония) с иммерсионным объективом 
×100/1.49 NA и диодным лазером 561 нм. Z-стопки 
кадров через каждые 0,12  нм получали при по-
мощи камеры EMCCD (iXon 897, «Andor», Япония). 
Условия экспозиции были подобраны таким об-
разом, чтобы средние показания яркости состав-
ляли около 5000 с минимальным выгоранием. 
Изображения получали при помощи программы 
NIS-Elements  5.1 («Nikon»).

Электрофорез клеточных лизатов проводили 
по методу Лэммли  [32], а дальнейшую процедуру 
иммуноблоттинга  – как описано ранее  [26]. Для 
выявления белков на нитроцеллюлозном филь-
тре использовали антитела V9 против виментина, 
DE-U-10 против десмина, моноклональные мыши-
ные антитела DM1A против тубулина и вторые 
антимышиные антитела, конъюгированные с пе
роксидазой хрена («Jackson»). В качестве субстрата 
пероксидазы использовалась перекись водорода и 
диаминобензидин, дающий при проявлении ко-
ричневую окраску.

Анализ мембранного потенциала митохон-
дрий. Уровень трансмембранного потенциала 

митохондрий в клетках определяли по интен-
сивности флуоресценции красителя TMRM, как 
было описано ранее  [19]. Измерения проводили с 
помощью программы ImageJ. Последовательность 
действий при анализе изображений была следую-
щей: 1)  на выбранном участке клетки с митохон-
дриями, расположенными в один слой, опреде-
ляли контуры каждой митохондрии с помощью 
«анализатора частиц» из программы ImageJ, и 
2)  измеряли среднее значение интенсивности флуо-
ресценции по всем пикселям, попавшим в кон-
тур. В каждом опыте обсчитывали 10–15  участ-
ков, содержащих по 15–40  митохондрий. Данные 
представляли как средние значения интенсив-
ности флуоресценции всех митохондрий с указа-
нием стандартной ошибки. Для проверки на нор-
мальность использовали тест Шапиро–Уилка. Для 
проверки однородности дисперсии использовали 
F-тест. Значимость различий определяли с помо-
щью парного t-теста Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Фибробластоподобные клетки ВНК21 содер-
жат ПФ, образованные двумя белками III  типа 
виментином и десмином с небольшой примесью 
нестина, белка VI  типа  [33]. Иммунофлуоресцент-
ный анализ сети ПФ в этих клетках при помощи 
микроскопии высокого разрешения показывает, 
что она состоит из филаментов, образованных в 
результате кополимеризации виментина и десми-
на. Как видно на рис.  1, распределение этих бел-
ков не полностью совпадает, что свидетельствует, 
по-видимому, об их разном соотношении в инди-
видуальных филаментах. Можно заметить, что 
в околоядерной зоне больше ПФ, обогащённых 
десмином, а на периферии клеток выше уровень 
виментина в филаментах. Общая картина ПФ 

Рис.  1. Виментиновые (зелёный) и десминовые (красный) ПФ в клетках ВНК21, выявленные при помо-
щи соответствующих антител. Изображения получены при помощи микроскопии высокого разрешения.  
Шкала 10  мкм
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Рис. 2. Разрушение десминовых  (а, б) и виментиновых  (в, г) ПФ при помощи РНК-интерференции в клетках 
ВНК21, трансфицированных плазмидами pG-SHIN2-des и pG-SHIN2-vim соответственно. Контрольные клет-
ки (д, е) трансфицировали плазмидой pG-SHIN2-scr. ПФ окрашены при помощи антител против десмина (Des) 
и виментина (Vim). Трансфицированные клетки выявляли по экспрессии GFP. Масштаб 10  мкм

представляет собой радиально расположенную 
сеть, что указывает на вероятное участие транс-
портной системы микротрубочек в её внутрикле-
точном распределении. Чтобы исследовать роль 
двух белков ПФ в регуляции функций митохон-
дрий в этих клетках, мы решили избирательно 
удалить каждый из них.

В первую очередь необходимо было про-
верить, как повлияет удаление каждого из двух 
белков на сеть ПФ в клетках ВНК21. Используя 
РНК-интерференцию для удаления белков ПФ при 
помощи плазмид на основе pG-SHIN2, содержащей 
в качестве репортера ген GFP [29, 30], нам удалось 

получить клетки ВНК21, в которых ПФ состояли из  
одного белка – виментина или десмина. На рис.  2 
видно, что трансфицированные клетки, выявляе-
мые при помощи коэкспрессии GFP, практически 
не содержали десмина (а, б) или виментина (в, г), 
если в них экспрессировали соответствующие 
интерферирующие РНК. В контрольных клетках, 
трансфицированных плазмидой pG-SHIN2-scr, не 
наблюдалось изменений в содержании ни дес-
мина (рис. 2,  д, е), ни виментина (не показано).

Ранее мы обнаружили, что нокдаун вимен-
тина в фибробластах приводил к снижению 
митохондриального потенциала  [16], и решили 
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Рис. 3. Отсутствие изменений мембранного потен-
циала митохондрий в клетках ВНК21 после нокдауна 
десмина (shRNA-des) и виментина (shRNA-vim) при 
помощи РНК-интерференции. Контрольные клетки 
трансфицировали плазмидой pG-SHIN2-scr. Данные 
представлены в виде средних значений флуоресцен-
ции митохондрий в указанном числе клеток со стан-
дартной ошибкой в процентах от среднего значения 
в нетрансфицированных клетках  (–)

Рис.  4. Иммуноблоттинг гомогенатов клеток исход
ной линии ВНК21 (WT) и линий ВНК21(Des−/−) и 
ВНК21(Vim−/−), полученных в результате нокаута 
генов десмина и виментина соответственно. Альфа-
тубулин использовали как контроль

проверить, каков будет эффект удаления вимен-
тина в клетках ВНК21, если в них остаётся только 
десмин. Анализ мембранного потенциала мито-

хондрий в таких клетках показал (рис.  3), что 
нокдаун виментина не вызывал каких-либо изме-
нений уровня мембранного потенциала. Это озна-
чает, что оставшийся в клетках десмин может, 
подобно виментину, поддерживать потенциал 
митохондрий на высоком уровне. Нокдаун десми-
на также не приводил к снижению митохондри-
ального потенциала (рис.  3), предположительно 
благодаря виментину, который присутствовал в 
этих клетках. Эти данные позволили предполо-
жить, что и виментин и десмин независимо друг 
от друга контролируют потенциал митохондрий 
в  клетках ВНК21.

Рис.  5. ПФ в клетках линий ВНК21(Des−/−) (а, б) и ВНК21(Vim−/−) (в, г), полученных в результате нокаута генов 
десмина и виментина соответственно, выявленные при помощи иммунофлуоресценции с антителами про-
тив виментина  (а, в) или десмина  (б, г). Масштаб 10  мкм
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Рис.  6. Удаление виментина (а, б) в клетках ВНК21(Des−/−) и десмина (в, г) в клетках ВНК21(Vim−/−), транс-
фицированных плазмидами pG-SHIN2-vim и pG-SHIN2-des соответственно, при помощи РНК-интерференции. 
ПФ окрашены при помощи антител против виментина  (б) и десмина  (г). Трансфицированные клетки выяв-
ляли по экспрессии GFP (а, в, показаны стрелками). Масштаб 10  мкм

Следующим шагом для проверки нашего 
предположения было определение потенциала 
митохондрий в клетках, лишённых обоих бел-
ков. Чтобы получить клетки ВНК21, лишённые 
ПФ, мы использовали последовательно два под-
хода: во-первых, при помощи системы CRISPR–
Cas9 получили линии клеток, содержащие только 
виментин или десмин, и, во-вторых, используя 
РНК-интерференцию, удаляли в них другой иссле-
дуемый белок. Данные иммуноблоттинга, пред-
ставленные на рис. 4, показывают, что в получен-
ных линиях клеток ВНК21(Des−/−) и ВНК21(Vim−/−) 
не детектируются десмин и виментин соответ-
ственно. Анализ этих клеток при помощи им-
мунофлуоресцентной микроскопии демонстри-
рует, что ПФ в них образованы только одним 
белком, виментином (рис.  5,  а,  б) или десмином 
(рис.  5,  в,  г) соответственно. Виментиновые ПФ 
в клетках ВНК21(Des−/−) представляют собой нор-
мальную, равномерно расположенную радиаль-
ную сеть, в то время как десминовые ПФ в клет-
ках ВНК21(Vim−/−) частично агрегированы. Можно 
предположить, что нормальное распределение 
десминовых ПФ зависит от присутствия вимен- 
тина.

Трансфекция клеток линии ВНК21(Des−/−) при 
помощи плазмиды, кодирующей интерферирую-
щую РНК против виментина, позволила значи-
тельно снизить содержание оставшегося вимен-
тина в трансфицированных клетках и, таким 
образом, получить клетки ВНК21, лишённые ПФ. 
На микрофотографии (рис.  6,  а,  б) хорошо видно, 
что трансфицированная клетка практически не 
содержала виментиновых ПФ. Добиться полного 
удаления десминовых ПФ в клетках ВНК21(Vim−/−) 
оказалось сложнее. Как видно на рис.  6,  в,  г, в 
трансфицированных клетках оставались агре-
гаты десмина, хотя сеть филаментов на перифе-
рии клеток полностью отсутствовала. В клетках, 
трансфицированных контрольной плазмидой, 
сеть ПФ сохранялась (не показано).

Уровень потенциала митохондрий в клетках 
ВНК21(Des−/−) после удаления виментина оказал-
ся ниже, чем в контрольных клетках (рис.  7,  а), 
что свидетельствует об участии виментиновых 
ПФ в его поддержании. Оказалось, что подобный 
эффект наблюдается и при подавлении экспрес-
сии десмина в клетках ВНК21(Vim−/−), несмотря 
на неполное его удаление. По-видимому, остаю-
щиеся агрегаты десмина не влияют на потенциал 
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Рис.  7. Снижение мембранного потенциала митохондрий в клетках ВНК21(Vim−/−)  (а) и в клетках 
ВНК21(Des−/−)  (б) в результате РНК-интерференции десмина или виментина соответственно. В качестве кон-
троля использовали клетки, трансфицированные плазмидой pG-SHIN2-scr. Данные представлены в виде сред-
них значений флуоресценции митохондрий в указанном числе клеток со стандартной ошибкой в процентах 
от среднего значения в нетрансфицированных клетках

митохондрий. Интересно, что снижение уровня 
потенциала митохондрий в двух линиях клеток 
при нокдауне виментина и десмина было одина-
ковым, порядка 20%. Таким образом, оба белка ПФ 
в клетках ВНК21 участвуют в поддержании мем-
бранного потенциала митохондрий независимо 
друг от друга.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Различные белки ПФ, обнаруженные в раз-
ных типах клеток, участвуют в определении 
подвижности, формы и во многих функциях ми-
тохондрий  [34,  35]. Однако пока мало изучены 
молекулярные основы взаимодействия белков ПФ 
с митохондриями. Анализ аминокислотной после-
довательности белков ПФ позволил предсказать в 
некоторых из них участки, способные играть роль 
сигналов митохондриальной локализации  [19, 
25,  26]. Таким образом, по крайней мере некото-
рые ПФ могут напрямую, без посредников связы-
ваться с митохондриями, как и показали наши 
опыты in  vitro с виментином и десмином  [25,  26]. 
В настоящей работе, используя клетки ВНК21, 
содержащие одновременно виментин и десмин, 
мы демонстрируем, что десмин может поддер-
живать высокий уровень митохондриального 
потенциала, как и виментин, для которого такая 
способность была показана ранее  [19]. На основе 
этих данных можно заключить, что митохондрии 
в мышечных клетках могут нормально функцио-
нировать как в присутствии десминовых ПФ, так 
и в условиях дополнительной экспрессии гена 

виментина. По-видимому, экспрессия гена вимен-
тина в мышечных клетках не связана с измене-
нием функций митохондрий, по крайней мере, не 
влияет на их потенциал.

Пока неясно, каким образом взаимодействие 
митохондрий с виментиновыми или десминовы-
ми ПФ приводит к увеличению их мембранного 
потенциала. Можно предположить, что, несмотря 
на относительно небольшое действие ПФ на уро-
вень потенциала, их влияние на свойства мито-
хондрий играет важную роль  [35]. Данные, полу-
ченные в этой работе, свидетельствуют о том, что 
оба белка или каждый из них по отдельности ока-
зывают на уровень потенциала одинаковое воз-
действие. Возможно, это указывает, что вимен-
тин и десмин действуют по одному механизму. 
В противном случае можно было бы ожидать их 
аддитивного эффекта. Как было сказано выше, оба 
белка имеют в своём составе участки, которые 
могут играть роль сигналов митохондриальной 
локализации [19,  25,  26], т.е. могут узнаваться ми-
тохондриальными комплексами, отвечающими за 
импорт белков. Могут ли эти комплексы участво-
вать в регуляции мембранного потенциала мито-
хондрий, покажут новые исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши данные позволяют предположить, что 
экспрессия виментина в мышечных клетках в 
процессе дифференцировки или при регенерации 
после повреждения способствует формированию 
нормальной сети десминовых ПФ. Частичная 
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агрегация десминовых ПФ при нокауте вимен-
тина может указывать на такую возможность. 
Но  это предположение необходимо проверить в 
ходе дополнительных исследований.
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VIMENTIN AND DESMIN INTERMEDIATE FILAMENTS MAINTAIN 
MITOCHONDRIAL MEMBRANE POTENTIAL

A. A. Dayal1, O. I. Parfenteva1, W. Huiying1, A. S. Shakhov1,2,  
I. B. Alieva1,2, and A. A. Minin1*

1 Institute of Protein Research, Russian Academy of Sciences,  
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; e-mail: alexminin@gmail.com

2 Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,  
119992 Moscow, Russia

Intermediate filaments (IF) are one of the three main components of the cytoskeleton in animal 
cells, characterized by the diverse range of proteins that represent them in different cell types. They 
provide mechanical strength to cells and help position the nucleus and various organelles within 
the cell. Desmin is an IF protein characteristic of muscle cells, while vimentin, which has a similar 
structure, is found in many mesenchymal cells. During myogenesis and the regeneration of damaged 
muscle tissue, both of these proteins can be expressed, forming a mixed IF network. Each protein is 
known to regulate mitochondrial function in the cells where it is present, including mitochondrial 
localization and the maintenance of mitochondrial membrane potential. However, the regulation of 
mitochondrial function in cells with mixed IFs remains unclear. To investigate how the simultaneous 
presence of these proteins affects mitochondrial membrane potential, we utilized BHK21 cells as 
a  model system, expressing both vimentin and desmin IFs. The expression of either protein individ-
ually or both proteins simultaneously was suppressed using gene knockout and/or RNA interference. 
It  was found that removal of either protein did not affect the mitochondrial membrane potential, 
which remained unchanged compared to when both proteins were present. Simultaneous removal 
of both proteins resulted in a 20% reduction in mitochondrial membrane potential, indicating that 
vimentin and desmin both play a critical role in its maintenance.

Keywords: mitochondria, vimentin, desmin, mitochondrial membrane potential
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В качестве безопасной клеточной системы для тестирования ингибиторов РНК-зависимой РНК-
полимеразы (RdRp) SARS-CoV-2 получена генетическая конструкция, клонированная в вектор 
искусственной бактериальной хромосомы и представляющая собой кДНК вируса, не содержа-
щую генов структурных белков  S, E и M, с двумя блоками репортерных генов. Первый блок, 
представленный люциферазой Renilla reniformis и зелёным флуоресцентным белком (Rluc–GFP), 
находится под контролем CMV-промотора, расположенного перед 5′-нетранслируемым регио-
ном (5′-UTR) SARS-CoV-2. Второй блок репортерных генов представлен люциферазой светлячка 
Photinus pyralis и красным флуоресцентным белком (Fluc–RFP) и находится после последова-
тельности, регулирующей транскрипцию (TRS-N). Такое расположение генов и регуляторных 
последовательностей позволяет оценить уровень ингибирования вирусной RdRp, поскольку 
первый блок репортерных генов может транскрибироваться не только вирусной RdRp, но и 
клеточными полимеразами, в то время как второй блок может транскрибироваться только 
вирусной полимеразой по механизму прерывистой транскрипции, характерной для семейства 
Coronaviridae. Для облегчения поиска нуклеозидных ингибиторов RdRp без создания фосфори-
лированных депо-форм создана клеточная линия Vero  E6_ТК, экспрессирующая тимидинкина-
зу вируса простого герпеса, осуществляющую первую стадию фосфорилирования нуклеозидов 
в  клетке. Проверка способности ряда соединений ингибировать каталитическую активность 
RdRp SARS-CoV-2 позволила впервые обнаружить антивирусную активность у 2′-амино-2′-дез-
оксиаденозина и аденозин-N1-оксида, превышающую активность используемого для лечения 
COVID-19 молнупиравира.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: полноразмерный репликон с двумя репортерами, ингибиторы, РНК-зави
симая РНК-полимераза, SARS-СoV-2, вирусы.

DOI: 10.31857/S0320972524110166 EDN: IJVTPC

Принятые сокращения: 5′-UTR  – 5′-нетранслируемый регион; BAC  – Bacterial Аrtificial Сhromosome, бакте-
риальная искусственная хромосома; CMV  – цитомегаловирус; Fluc  – люцифераза светлячка Photinus pyralis; 
GFP  – зелёный флуоресцентный белок; RdRp  – РНК-зависимая РНК-полимераза; RFP  – красный флуоресцент-
ный белок; Rluc  – люцифераза Renilla reniformis; ТК  – тимидинкиназа вируса простого герпеса человека 
первого типа.
* Адресат для корреспонденции.
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ВВЕДЕНИЕ

Пандемия СOVID-19 (СOronaVIrus Disease 2019), 
вызванная новым штаммом бетакоронавируса 
SARS-СoV-2, к концу 2023  г. унесла жизни порядка 
7 млн человек. Для терапии СOVID-19 к настояще-
му времени создан только один специфический 
препарат «Паксловид», в состав которого входят 
ингибитор основной протеазы вируса нирма-
трелвир и ритонавир  [1]. Применяющиеся для 
лечения коронавирусной инфекции препараты 
ремдесивир, фавипиравир и некоторые другие, 
направленные на блокирование РНК-полимеразы 
SARS-СoV-2, не являются специфическими ингиби-
торами этого фермента и оказывают существен-
ное побочное действие. В связи с этим дизайн и 
синтез специфических ингибиторов РНК-поли-
меразы SARS-СoV-2 представляется совершенно 
необходимым.

SARS-CoV-2 относится к семейству (+)РНК-
вирусов Сoronaviridae, для которых характерно 
сложное устройство генома и необычный способ 
синтеза субгеномных РНК, названный прерыви-
стой транскрипцией  [2,  3]. Процесс репликации 
генома и прерывистой транскрипции осуществля-
ется многокомпонентным комплексом вирусных 
неструктурных белков (NSP7–NSP16), называемым 
РНК-зависимой РНК-полимеразой (RdRp). Оба про-
цесса начинаются, когда RdRp связывает 3′-конец 
геномной РНК и начинает синтез комплементар-
ной ей некодирующей цепи (−)РНК. В  процессе 
репликации полимеразный комплекс синтези-
рует полноразмерную цепь (−)РНК, при повтор-
ном прочтении которой синтезируются копии 
геномной (+)РНК. Прерывистая транскрипция 
происходит, когда полимеразный комплекс RdRp 
и растущей цепи РНК диссоциирует от матрицы 
в специальных межгенных участках (transcription 
regulation sequence, TRS), после чего повторно свя-
зывается с комплементарной последовательно-
стью в 5′-нетранслируемой области геномной РНК 
и продолжает синтез. При повторном прочтении 
таких укороченных РНК синтезируются субгеном-
ные РНК, отличающиеся от полноразмерных ге-
номных РНК потерей части кодирующей после-
довательности.

Столь сложный процесс вирусной репли-
кации и прерывистой транскрипции требует 
создания адекватных клеточных моделей этих 
процессов для их изучения и поиска новых инги-
биторов  [4,  5].

Существующие сегодня модели можно услов-
но разделить на два класса. К первым относятся 
полноразмерные вирусные системы, использова-
ние которых возможно только в специализиро-
ванных исследовательских учреждениях, т.к. они 
предполагают работу с инфекционными вирусны-

ми частицами. К примерам таких систем можно 
отнести природные изоляты вируса или векторы 
на основе искусственной бактериальной хромо-
сомы, содержащие полноразмерную кДНК виру-
са  [6]. При трансфекции клеток этим вектором 
РНК-полимераза  II синтезирует РНК SARS-CoV-2, 
после чего становится возможной сборка вирус-
ных частиц и инфекция соседних клеток. Такие 
экспрессионно-компетентные вирусные системы 
могут дополнительно содержать гены репортер-
ных белков, что значительно облегчает их ис-
пользование для скрининга ингибиторов  [7–9].

Ко второй группе моделей относятся псевдо-
вирусные системы и репликоны – безопасные кле-
точные системы, позволяющие проводить тести-
рование соединений без использования вирусных 
частиц  [10–12]. В основе псевдовирусных систем 
лежат векторы на основе кДНК патогена, анало-
гичные описанным выше, из которых, однако, 
удалён один или несколько вирусных генов, что 
делает невозможной сборку новых вирионов в от-
сутствии дополнительного вектора, содержащего 
необходимые гены. При ко-трансфекции клеток 
вектором с модифицированной кДНК и вектором, 
кодирующим структурные вирусные белки, про-
исходит образование псевдовирусных частиц, ко-
торые способны заражать клетки и поддерживать 
репликацию вирусной РНК, однако неспособны к 
генерации новых вирионов. Если же из вирусной 
кДНК удалить все структурные гены и использо-
вать только этот вектор для трансфекции, в клет-
ках не будет происходить сборки псевдовирусных 
частиц, но в них будут идти процессы реплика-
ции и прерывистой транскрипции миниатюри-
зированного генома патогена. Такие системы 
называются репликонами. На данный момент 
создано несколько полноразмерных репликонов 
SARS-CoV-2  [12–15].

К сожалению, разработанные к настоящему 
моменту репликоны SARS-CoV-2 содержат в своём 
составе лишь один блок репортерных генов, что 
существенно ограничивает их применение для 
поиска ингибиторов SARS-CoV-2. Наличие одного 
блока репортеров не позволяет однозначно под-
твердить RdRp в качестве мишени действия ис
следуемых ингибиторов, поскольку репортерные 
гены в указанных конструкциях находятся, как 
правило, под контролем сильного промотора ци-
томегаловируса (CMV). Уровень продукции репор-
тера в таких репликонах зависит от эффектив-
ности работы как клеточной РНК-полимеразы  II 
(этап синтеза (+)РНК вируса/псевдовируса/репли-
кона с ДНК-вектора), так и от эффективности ра-
боты RdRp-комплекса (этап амплификации (+)РНК), 
поэтому невозможно однозначно определить, на 
какой из ферментов подействовало исследуемое 
соединение.
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В настоящей работе описано конструирова-
ние полноразмерного репликона с двумя блоками 
репортерных генов. Первый блок находится под 
контролем CMV-промотора, расположенного пе-
ред 5′-нетранслируемым регионом (5′-UTR) SARS-
CoV-2. Второй блок репортерных генов находится 
после последовательности, регулирующей тран-
скрипцию (TRS-N). Такое расположение генов и  
регуляторных последовательностей позволяет оце
нить уровень ингибирования вирусной RdRp, по-
скольку второй блок репортерных генов может 
транскрибироваться только вирусной полимера-
зой по механизму прерывистой транскрипции, 
характерной для семейства Coronaviridae. Нали-
чие двух блоков репортеров позволяет, помимо 
скрининга ингибиторов RdRp, также всесторонне 
изучать воздействие различных клеточных фак-
торов на стадии прерывистой транскрипции и 
репликации вируса.

С использованием разработанной системы 
был проведён анализ серии соединений в каче-
стве потенциальных ингибиторов полимеразной 
активности RdRp SARS-CoV-2 и впервые показано, 
что модифицированные производные аденозина, 
2′-амино-2′-дезоксиаденозин, аденозин-N1-оксид 
и 3′-О-метиладенозин, способны подавлять актив-
ность RdRp SARS-CoV-2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Олигонуклеотиды (последовательность 5′–3′) 
были синтезированы амидофосфитным методом 
компанией «Евроген» (Москва, Россия):

•	 CMV_seq  (ATTCAAATATGTATCCG);
•	 nsp1_rev  (TTCTCGTTGAAACCAGGG);
•	 nsp2_fw  (GGGTTGAAAAGAAAAAGCTTGATG);
•	 nsp2_rev  (GAAGTTTCACCACAATGATCAC);
•	 nsp3_rev  (AAACATCAAATTCGTTTGATGTACTG);
•	 nsp3_rev  (GTGTGGCCAACCTCTTC);
•	 nsp6_fw  (CCGCTACTTTAGACTGACTCTTG);
•	 nsp7_rev  (AGACTACTGATGTGCACTTTAC);
•	 nsp13_seq3  (CCAACTCAAACTGTTGATTCATC);
•	 nsp13_rev  (CAAGACTTGTAAATTGCAACTTGT);
•	 nsp16_seq1  (GTGATAGTGCAACATTACCTAAAG);
•	 Nprot_rev  (CGCTGATTTTGGGGTCC);
•	 mScarlett_fw  (GGCATGGACGAGCTG);
•	 m13_fw  (GTAAAACGACGGCCAGT);
•	 pJet1.2_fw  (CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC);
•	 pJet1.2_rev  (AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG);
•	 F1_fwd  (GGCTACGGTCTCAATCTCGTTACATAACTT

ACGGTAAATG);
•	 F1_rev  (GGCTACGGTCTCGGATAGACAGATCGAAT

TCTACCCATAAAGCC);
•	 F2_fwd  (GGCTACGGTCTCGTATCCAGTTGCGTCACC

AAATG);
•	 F2_rev  (GGCTACGGTCTCGAATGTCTCCTACAACTT

CGGTAGTTTTC);
•	 F3_fwd  (GGCTACGGTCTCGCATTATACTTAAACCA

GCAAATAATAG);
•	 F3_rev  (GGCTACGGTCTCGCTGACATTTTAGACTGT

ACAGTGGCTACTTTGATAC);
•	 F4_fwd  (GGCTACGGTCTCGTCAGATGTAAAGTGCA

CATC);
•	 F4_rev  (GGCTACGGTCTCCTCTCTATCAGACATTATG

CAAAG);
•	 F5_fwd  (GGCTACGGTCTCCGAGATCTTTATGACAA

GTTGCAATTTAC);
•	 F5_rev  (GGCTACGGTCTCCTAGTTTGTTCGTTTAGT

TGTTAACAAGAACATCAC);
•	 F6_fwd  (GGCTACGGTCTCCACTAAAATGTCTGATA

ATGGAC);
•	 F6_rev  (GGCTACGGTCTCGTAATTAAGATACATTGA

TGAGTTTGGACAAAC);
•	 nsp12_D760A_D761A_fw  (ATACTCTCTGCCGCTGC

TGTTGTG);
•	 nsp12_D760A_D761A_rev  (CATCATTGAGAAATGT

TTACG).
Плазмиды. pJET1.2/blunt («Thermo Fisher Sci

entific», США)  – промежуточный вектор, в кото-
рый были клонированы 6  фрагментов генома 
SARS-CoV-2, используемые при сборке полнораз-
мерного репликона вируса. pBAC-lacZ (#13422, 
«Addgene», США)  – искусственная бактериальная 
хромосома, вектор, используемый для получения 
и наработки в клетках E.  coli полноразмерного 
репликона SARS-CoV-2.

Полимеразная цепная реакция. Аналити-
ческую амплификацию проводили при концен-
трации праймеров 0,4  мкМ с использованием 
готовой смеси для ПЦР 5х  ScreenMix («Евроген»). 
Препаративную амплификацию всех фрагментов 
ДНК проводили при концентрации праймеров 
0,5  мкМ в буфере 1×  Phusion HF или 1×  Phusion 
GC с помощью ДНК-полимеразы Phusion Hot Start  II 
High-Fidelity («Thermo Fisher Scientific», США) или  
в буфере 1×  Q5  High-Fidelity  Master  Mix («New Eng
land Biolabs», США). Концентрация dNTP состав-
ляла 0,25  мМ. В зависимости от свойств матрицы 
концентрацию диметилсульфоксида (DMSO) варь-
ировали от 0% до 10%. Полученные фрагменты 
ДНК были клонированы в промежуточный век-
тор pJET1.2 с использованием набора CloneJET PCR 
Cloning Kit, согласно протоколу производителя 
(«Thermo Fisher Scientific»).

Клонирование Golden Gate. 6 фрагментов ге-
нома SARS-CoV-2, находящихся в промежуточных 
векторах (pJET1.2), клонировали в искусственную 
бактериальную хромосому. Реакцию клонирова-
ния методом Golden Gate проводили с помощью 
набора NEBridge Golden Gate Assembly Kit. В реак-
ционную смесь добавляли 6  фрагментов генома 
и  вектор ВАС (Bacterial Аrtificial Сhromosome, бак-
териальная искусственная хромосома), смесь эн-
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донуклеазы BsaI-HFv2 и T4 ДНК-лигазы, после чего 
смесь помещали в термоциклер. В термоциклере 
устанавливалась следующая программа: {37  °C, 
5  мин  →  16  °C, 5  мин}  ×  30  →  55  °C, 5  мин. После 
термоциклирования смесь использовали для 
трансформации компетентных штаммов E.  coli 
TransforMax EPI300 («LGC Biosearch Technologies», 
Великобритания).

Наработка конструкций репликона произво-
дилась в специальном штамме E. coli TransforMax 
EPI300, в котором возможно индуцированное уве-
личение копийности вектора. После трансформа-
ции клетки рассевали на твёрдую среду (2,5%-ная 
LB, 1,5%-ный агар) с хлорамфениколом (12,5 мкг/мл) 
и оставляли на 36–48  ч при 30  °C. Далее, материал 
колоний переносили в жидкую среду (2,5%-ная LB, 
12,5  мкг/мл хлорамфеникола) и растили 12  ч при 
30  °C, затем разбавляли до оптической плотно-
сти 0,3–0,4 и индуцировали репликацию целевой 
конструкции 2  мМ L-арабинозой в течение 6  ч 
при  30  °C. Конструкции выделяли в соответствии 
с протоколами наборов для выделения ДНК.

Мутагенез активного центра NSP12 произ-
водился на конструкции pJet1.2_F4 с использова-
нием полимеразы Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 
(«NEB», США). Для дизайна мутагенезных прайме-
ров nsp12_D760A_D761A_fw и nsp12_D760A_D761A_
rev было использовано онлайн-ПО NEBaseChanger 
(https://nebasechanger.neb.com).

Секвенирование фрагментов для проверки 
последовательностей проводилось компанией 
ЦКП «Геном», подготовка образцов производилась 
в соответствии с протоколами компании. Анализ 
хроматограмм секвенирования проводился в ПО 
SnapGene Viewer.

Культивирование эукариотических клеток. 
Клетки Vero  E6 культивировали в среде DMEM 
(«Gibco», США), содержащей 10%-ную эмбрио-
нальную бычью сыворотку (FBS), пенициллин 
(100 ед./мл) и стрептомицин (100 мкг/мл) («Invitro
gen», США) при температуре 37  °C в атмосфере 
5%  CO2.

Получение клеточной линии, стабильно 
экспрессирующей тимидинкиназу вируса про-
стого герпеса человека первого типа. Клетки ли-
нии Vero  E6 были трансдуцированы лентивирус-
ными векторами, кодирующими в своём геноме 
тимидинкиназу вируса простого герпеса человека 
первого типа (HSV-TK), а также гены селектив-
ных маркеров  – зелёного флуоресцентного белка 
(GFP) и устойчивости к пуромицину. Для отбора 
положительных клонов прибегали к помощи сор-
тировки GFP+ клеток на проточном цитофлуори-
метре BD FACSAria  III. Полученную клеточную 
линию Vero  E6_TK поддерживали на среде, со-
держащей пуромицин в концентрации 6 мкг/мл,  
и использовали для дальнейших экспериментов.

Проверка способности аналогов нуклеози-
дов фосфорилироваться в клетках Vero  E6_TK. 
За сутки до тестирования клетки Vero  E6 или 
Vero  E6_TK рассеивали в 48-луночный планшет. 
Клетки трансдуцировали VSV-G-псевдотипиро-
ванным репликативно-некомпетентным ленти-
вирусом на основе генома ВИЧ-1 в присутствии 
зидовудина (3′-азидо-3′-дезокситимидин) или аци-
кловира (2-амино-9-((2-гидроксиэтокси)метил)-
1,9-дигидро-6H-пурин-6-он) в концентрациях 
0–50  мкМ при 1%-ной концентрации DMSO. Через 
24  ч после трансдукции в клетках измеряли уро-
вень экспрессии люциферазы светлячка (Photinus 
pyralis) с помощью набора Luciferase Assay System 
(«Promega», США). Люминесцентный сигнал детек-
тировали с помощью прибора BioTek Synergy H1 
Multimode Reader («Agilent», США).

Тестирование низкомолекулярных соедине-
ний с использованием клеточной системы для 
изучения репликации SARS-CoV-2. Для тести-
рования использовали: аденозин-N1-оксид  [16], 
3′-О-метиладенозин  [17], 2′-амино-2′-дезоксиаде-
нозин  [18], LN-140  [19], Z876  [20], молнупиравир, 
ацикловир и ставудин (2′,3′-дидегидро-2′,3′-диде-
окситимидин)  – коммерческие препараты.

За сутки до тестирования клетки линии  
Vero  E6 или Vero E6_TK рассевали в лунки 48-луноч-
ного планшета. На следующий день проводили 
трансфекцию клеток конструкцией полнораз-
мерного репликона SARS-CoV-2 с использованием 
реагента Lipofectamine  3000 («Thermo Fisher Sci
entific»), согласно протоколу производителя. Через 
6  ч после трансфекции исходную среду заменяли 
на среду, содержащую тестируемое соединение 
в концентрациях 0–50  мкМ при концентрации 
DMSO  1%. Эффективность ингибирования оце-
нивали по изменению сигнала люминесценции 
от люцифераз рениллы и светлячка. Измерение 
люминесцентного сигнала проводили через 48  ч 
после трансфекции.

Определение активности люцифераз ренил-
лы и светлячка. Активность люциферазы ренил-
лы (Renilla reniformis) и люциферазы светлячка 
(Photinus pyralis) измеряли с помощью набора 
Dual-Luciferase Reporter Assay System («Promega»). 
Люминесцентный сигнал детектировали с помо-
щью прибора BioTek Synergy H1 Multimode Reader 
(«Agilent»).

MTT-тест. За сутки до тестирования клетки 
линии Vero  E6 или Vero  E6_TK рассевали в лун-
ки 96-луночного планшета. На следующий день 
культуральную среду заменяли на среду, содер-
жащую тестируемое соединение в концентраци-
ях 0–50  мкМ при концентрации DMSO  1%. Через 
48  ч к клеткам добавляли 10  мкл MTT-реагента в 
концентрации 5  мг/мл. Далее, планшет помещали 
на 2  ч в CO2-инкубатор. Через два часа от клеток 

https://nebasechanger.neb.com
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отбирали среду и добавляли 100  мкл 100%-ного 
DMSO. Затем, после полного растворения выпав-
ших кристаллов, измеряли поглощение получен-
ного раствора с помощью прибора BioTek Synergy 
H1 Multimode Reader («Agilent») при длине вол-
ны  590  нм.

Графическое представление результатов. 
Результаты обсчитывали в ПО Excel. Для ви-
зуализации результатов съёмки люцифераз и  
МТТ-теста использовалось ПО GraphPad Prizm 9.5.1.

Статистический анализ данных. Все экспе-
рименты проводили минимум в трёх биологиче-
ских повторах. Для сравнения двух групп исполь-
зовали парный Т-тест, предполагая нормальное 
распределение данных.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Создание полноразмерного репликона SARS-
CoV-2 с двумя блоками репортерных генов. Для 
создания полноразмерного репликона, кодирую-
щего два блока репортерных генов, предложена 
следующая схема (рис.  1). Последовательность 
модифицированного генома SARS-CoV-2, не содер-
жащего генов структурных белков  S, E и M, на-
чинающаяся с 5′-UTR, находится под контролем 
промотора CMV. Остальные гены коронавируса и 
последовательности репортеров фланкированы 
классическими регуляторными областями SARS-
CoV-2: 5′-UTR и 3′-UTR. За 5′-UTR следует последо-
вательность полипротеина ORF1ab, включающая 
первый блок репортерных генов, размещённый 
между неструктурными белками (NSP) NSP1 и 
NSP2. Данный блок включает в себя ген устой-
чивости к бластицидину и ген, кодирующий два 
слитых белка, Rluc (люцифераза Renilla reniformis) 
и GFP, которые отделены от последовательностей 
неструктурных белков SARS-CoV-2 пептидами Р2А, 
Т2А и Е2А, вызывающими пропуск образования 

пептидной связи в процессе трансляции  [21]. 
Последние необходимы для правильного синтеза 
как NSP1 и NSP2, так и белков первого репортер-
ного блока. Сразу после последовательности по-
липротеина ORF1ab следует последовательность 
TRS-N и ген белка  N. Несмотря на то что в геноме 
вируса после ORF1ab находится последователь-
ность TRS-S и ген белка  S, в литературе показано, 
что размещение на этом месте гена белка  N не 
нарушает процесс эффективного образования суб-
геномных РНК [22]. За геном белка  N размещается 
последовательность второго репортерного блока, 
представленная геном слитых белков Fluc (люци-
фераза светлячка Photinus pyralis) и RFP (красный 
флуоресцентный белок). Второй блок также отде-
лён от гена белка N последовательностью пептида 
Р2А. После гена белков Fluc–RFP находятся после-
довательности 3′-UTR, рибозим вируса гепатита  D 
(Rz) и сигнал полиаденилирования SV40 poly(А). 
Наличие рибозима, который катализирует разрыв 
цепи РНК между последним нуклеотидом генома 
коронавируса и первым нуклеотидом рибозима, 
позволяет получить РНК, содержащую 3′-конце-
вую последовательность, полностью идентичную 
вирусной, что важно для успешной репликации 
и транскрипции вирусной РНК  [23]. Наличие 
двух блоков репортерных генов позволяет не 
только оценивать уровень ингибирования RdRp 
и эффективность протекания прерывистой тран-
скрипции, но и осуществлять поиск клеточных 
факторов, участвующих в процессе репликации 
и транскрипции SARS-CoV-2 (рис.  2).

Для получения описанного выше репликона 
был использован метод клонирования Golden Gate. 
Предварительно была проведена ПЦР с коронави-
русной кДНК, а также с генов необходимых репор-
терных белков, и были получены 6  фрагментов 
для сборки полноразмерного репликона (рис.  1). 
Эти фрагменты, каждый по отдельности, были 
клонированы в промежуточный вектор  pJET1.2. 

Рис. 1. Модель полноразмерного репликона SARS-CoV-2 с двумя блоками репортерных генов. Первый блок 
репортерных генов Rluc–GFP расположен внутри ORF1a под контролем промотора CMV, второй блок Fluc–
RFP расположен между геном белка  N и 3′-UTR и может транскрибироваться только вирусной RdRp с помо-
щью механизма прерывистой транскрипции. Ниже приведена схема 6 фрагментов кДНК вируса, из которых 
производилась сборка полноразмерного репликона и клонирование в плазмиду pBAC_lacZ с использованием 
Golden Gate-подхода
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Рис.  2. Схема функционирования репликона. Экс-
прессия первого репортера (Rluc) может происхо-
дить как за счёт транскрипции с векторной ДНК 
(BAC) клеточной РНК-полимеразой  II (RNAPII), так и 
за счёт репликации вирусной РНК под действием 
RdRp. Второй репортер (Fluc) может транскрибиро-
ваться только вирусной RdRp через механизм пре-
рывистой транскрипции

Сборка производилась с использованием 7  фраг-
ментов, т.к., помимо описанных 6  фрагментов 
кДНК вируса, в качестве вектора использовалась 
плазмида pBAC_lacZ.

В качестве вектора была выбрана ВАС, по-
скольку такой тип вектора позволяет нарабаты-
вать большие генетические конструкции, содер-
жащие токсичные для E.  coli последовательности. 
В процессе получения полноразмерного репли-
кона в бактериальных клетках мы столкнулись 
с проблемой плохой наработки конструкции в 
штамме E.  coli XL1 Blue, что, вероятно, было свя-
зано как с недостаточно эффективной трансфор-
мацией клеток ввиду большого размера конструк-
ции, так и с крайне низкой копийностью ВАС. 
Для решения этой проблемы был использован 
специальный штамм E.  coli TransforMax EPI300, 
позволяющий не только нарабатывать большие 
генетические конструкции, но и контролировать 
число копий вектора на клетку с помощью низ-
комолекулярных индукторов репликации BAC.  
В геноме данного штамма содержится индуци-
бельный мутантный ген trfA, необходимый для 
инициации увеличения числа копий вектора ДНК 
с ориджина репликации oriV в присутствии ин-
дуктора L-арабинозы  [24] Полученную конструк-
цию тестировали с помощью аналитической ПЦР 
с использованием праймеров к концам соединяе-
мых фрагментов, затем последовательность под-
тверждали секвенированием. В результате была 

получена конструкция, соответствующая полно-
размерному репликону REP, представленному 
на  рис.  1.

Помимо этого, для подтверждения функцио-
нальной активности полученного нами репли-
кона REP мы решили создать аналогичную кон-
струкцию с каталитически неактивной RdRp 
(далее REP_mut). Для этого в последовательности 
полимеразной субъединицы (NSP12) RdRp в со-
ставе фрагмента  4 (рис.  1) два аминокислотных 
остатка аспарагиновой кислоты каталитической 
триады активного центра NSP12 были заменены 
на остатки аланина: D760A и D761A. Потеря ката-
литической активности RdRp в результате этих 
замен была показана ранее  [25]. Наличие мута-
ций было подтверждено секвенированием ПЦР-
продукта соответствующего участка гена субъ-
единицы NSP12.

Для корректного сопоставления результатов 
тестирования потенциальных ингибиторов в 
предлагаемой системе с данными, полученными 
в других исследованиях на клетках, инфициро-
ванных SARS-CoV-2, была выбрана клеточная ли-
ния Vero E6. Эта линия является наиболее широко 
используемой в работах по изучению различных 
вирусов из-за отсутствия интерферонового ответа 
в клетках при заражении вирусом  [26,  27].

Репортерные конструкции REP и REP_mut 
доставлялись в клетки с помощью липофекции, 
а спустя 48  ч измерялся уровень экспрессии пер-
вой (Rluc) и второй (Fluc) люцифераз (рис.  3).  
Данная временная точка была выбрана, посколь-
ку в предварительных экспериментах через 24  ч 
сигнал люминесценции был существенно ниже, 
чем через 48  ч. При этом уровень сигнала через 
72  ч не изменялся по сравнению с 48  ч (данные 
не  представлены). Как и ожидалось, уровень пер-
вой люциферазы значительно превосходил уро-
вень второй люциферазы, которая не могла син-
тезироваться клеточными РНК-полимеразами,  

Рис. 3. Сравнение уровней экспрессии люцифераз 
рениллы (Rluc) и светлячка (Fluc) в клетках Vero  E6, 
трансфицированных репликонами REP и REP_mut. 
Представлены средние значения по результатам 
не менее 3 экспериментов ± стандартное отклонение
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Рис. 4. Проверка ингибирующей активности зидовудина  (а) и ацикловира  (б) в клеточных линиях Vero  E6 
(сплошная линия) и Vero  E6_TK (пунктирная линия), трансдуцированных репликативно-некомпетентным 
вектором на основе ВИЧ-1, кодирующим репортерный белок  – люциферазу светлячка. Представлены сред-
ние значения по результатам не менее 3  экспериментов  ± стандартное отклонение

а только RdRp SARS-CoV-2. Важно также, что уро-
вень экспрессии обеих люцифераз при транс-
фекции репортером REP_mut с каталитически 
неактивной RdRp был значительно ниже, чем в 
случае репортера REP с полностью функциональ-
ной RdRp. Уровень экспрессии второй люцифе-
разы в случае мутантного репортера был нена-
много выше фона, что однозначно указывало на 
отсутствие транскрипции Fluc клеточными РНК-
полимеразами.

Сравнение уровней экспрессии люцифераз из 
обоих репортерных блоков однозначно показало, 
что закодированная в репликоне REP полимераза 
функционально активна и способна осуществлять 
как репликацию, так и прерывистую транскрип-
цию вирусной РНК, продуктами которых являют-
ся люциферазы Rluc и Fluc соответственно.

Оптимизация безопасной клеточной си-
стемы для тестирования потенциальных нук-
леозидных ингибиторов RdRp SARS-CoV-2. Нук-
леозидные ингибиторы  – соединения, имеющие 
структурное сходство с природными нуклеозида-
ми, которые воспринимаются вирусным репли-
кативным аппаратом как субстрат для синтеза 
нуклеиновой кислоты. Для встраивания в расту-
щую цепь нуклеиновой кислоты эти соединения 
должны быть трижды фосфорилированы клеточ-
ными киназами с образованием соответствующих 
нуклеозид-5′-трифосфатов. Если второй и третий 
акт фосфорилирования происходит под действием 
клеточных ферментов независимо от структуры 
нуклеозида, то первый этап фосфорилирования 
является определяющим для активации соедине-
ния и строго зависит от способности клеточных 
нуклеозидкиназ распознавать структуры ингиби-
торов. Спектр соединений, которые являются суб-
стратами для клеточных нуклеозидкиназ, ограни-
чен, поэтому многие нуклеозидные ингибиторы, 
применяемые в медицинской практике, исполь-
зуют в виде депо-форм  – модифицированных 

нуклеозидов, содержащих модифицированный 
определённым образом первый фосфат. Однако 
из-за увеличения стоимости синтеза создание  
депо-форм для всех соединений, используемых для  
скрининга в качестве потенциальных ингибито
ров, является нецелесообразным. Вместе с тем 
при непосредственном тестировании модифици-
рованных нуклеозидов в качестве ингибиторов 
есть риск ложноотрицательных результатов, что 
сужает спектр потенциальных ингибиторов.

Для решения проблемы «первого фосфорили-
рования» нами была создана клеточная линия, 
в геноме которой содержится ген тимидинкиназы 
вируса простого герпеса человека первого типа 
(ТК). Этот фермент обладает относительно низкой 
субстратной специфичностью и может фосфори-
лировать достаточно широкий набор модифици-
рованных нуклеозидов  [28].

Для встраивания гена ТК в геном клеток 
Vero  E6 была проведена трансдукция клеток лен-
тивирусным вектором, в котором закодирован ген 
ТК, а также селективные маркеры  – ген устойчи-
вости к пуромицину и GFP. После трансдукции для 
очистки ТК-позитивных клонов клетки подверга-
ли сортировке по наличию флуоресценции GFP, 
слитого с ТК. В результате были получены клетки 
Vero E6_TK, стабильно экспрессирующие ТК.

Способность аналогов нуклеозидов фосфори-
лироваться в полученных клетках проверяли с 
помощью функционального теста. Для этого клет-
ки линии Vero  E6 и Vero  E6_TK трансдуцировали 
VSV-G-псевдотипированным репликативно-неком-
петентным лентивирусным вектором на основе 
ВИЧ-1 (модель ранних этапов репликации ВИЧ-1), 
кодирующим люциферазу светлячка под контро-
лем CMV-промотора, в присутствии различных 
концентраций известного нуклеозидного ингиби-
тора ВИЧ-1 – зидовудина (3′-азидо-3′-дезокситими-
дин) или ацикловира (2-амино-9-((2-гидроксиэто
кси)метил)-1,9-дигидро-6H-пурин-6-он), который 
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Рис. 5. Структуры исследованных соединений

фосфорилируется только ТК вируса герпеса, но 
не клеточными киназами, что не позволяет ему 
проявлять антиретровирусную активность в от-
ношении ВИЧ-1 в обычных клетках. Через 24  ч 
анализировали уровень люминесценции, кото-
рый коррелирует с эффективностью протекания 
ранних этапов репликации ВИЧ-1 (рис.  4). Зидо-
вудин был практически одинаково активен в 
обеих клеточных линиях (IC50 составили порядка 
0,4  мкМ в обоих случаях), в то время как ацикло-
вир, практически неактивный в клетках Vero  E6, 
эффективно ингибировал экспрессию лентивирус-
ного вектора в клетках Vero E6_TK (IC50 составили 
более 100  мкМ и 0,8  мкМ соответственно). Полу-
ченные данные подтвердили, что нам удалось по-
лучить линию, стабильно экспрессирующую ТК. 
Отсутствие различий в значениях IC50 для зидо-
вудина можно объяснить тем, что данный нук-
леозид в клетках Vero  E6 достаточно эффективно 
фосфорилируется клеточными киназами, хотя в 
других линиях клеток его активность существен-
но возрастала в присутствии ТК вируса простого 
герпеса  [28].

С учётом полученных результатов тестирова-
ние потенциальных нуклеозидных ингибиторов 
RdRp SARS-CoV-2 проводилось нами не только на 
клеточной линии Vero  E6, но и на полученной 
линии Vero  E6_TK.

Тестирование потенциальных ингибито-
ров RdRp SARS-CoV-2 в безопасной клеточной 
системе с использованием сконструированного 
полноразмерного репликона. Для данного иссле-
дования была выбрана серия из 6 модифицирован-
ных нуклеозидов  – молнупиравир (5′-дезокси-5′-
изобутирил-N4-гидроксицитидин), ацикловир 
(2-амино-9-((2-гидроксиэтокси)метил)-1,9-дигид-
ро-6H-пурин-6-он), ставудин (2′,3′-дидегидро-2′,3′-
дидеокситимидин), 2′-амино-2′-дезоксиаденозин, 
аденозин-N1-оксид, 3′-О-метиладенозин  – и двух 
соединений ненуклеозидной природы: LN140, 
Z876 (рис.  5). В первую очередь была проверена 
цитотоксичность всех соединений с помощью 
МТТ-теста, который показал, что исследуемые со-
единения не оказывают значительного цитотокси-
ческого действия на клетки Vero  Е6 и Vero  E6_TK 
в  исследованных концентрациях до 50  мкМ.
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Рис. 6. Результаты тестирования способности соединений – молнупиравира  (а), ацикловира  (б), 2′-аденозин-
N1-оксида  (в), амино-2′-дезоксиаденозина  (г), 3′-О-метиладенозина  (д), ставудина  (е), LN140  (ж) и Z876  (з)  – 
ингибировать активность RdRp SARS-CoV-2 при использовании репликона REP в клеточных линиях Vero  E6 
(сплошная линия) и Vero  E6_TK (пунктирная линия). Представлены средние значения по результатам не 
менее 4  экспериментов  ± стандартное отклонение

Анализ способности модифицированных 
нуклеозидов ингибировать репликацию и тран-
скрипцию с репликона REP проверяли на обеих 
клеточных линиях, Vero  Е6 и Vero  E6_TK, а соеди-
нений LN140, Z876  – только на клетках Vero  Е6, 
поскольку они могли выступать только в каче-
стве ненуклеозидных ингибиторов полимеразы, 
для которых фосфорилирование не требуется. 
Полученные результаты представлены на рис.  6 
и в табл.  1.

Молнупиравир, который является модифи-
цированным вариантом N4-гидроксицитидина и 
используется для лечения пациентов, инфициро-
ванных SARS-CoV-2  [29], был использован в каче-
стве контроля пригодности сконструированного 
нами репликона для скрининга потенциальных 
ингибиторов RdRp SARS-CoV-2. В нашей системе 
молнупиравир оказался несколько менее эффек-
тивен (табл.  1), чем в тестах на клетках, инфи-

цированных непосредственно SARS-CoV-2: показа-
тель IC50 варьировал между 0,3  мкМ и 3,5  мкМ в 
зависимости от использованного изолята вируса и  
культуры клеток [29]. Тем не менее молнупиравир 
практически одинаково ингибировал репортер-
ные белки и из первого (Rluc), и из второго (Fluc) 
блоков (табл.  1), т.е. он ингибировал активность 
RdRp и в реакции репликации вирусного генома, 
и в прерывистой транскрипции, результатом 
которой является экспрессия люциферазы Fluc. 
Надо также отметить, что в клетках Vero  E6_TK 
ингибирование происходило более эффективно 
(рис.  6,  а), что подтверждает активность молну-
пиравира как нуклеозидного ингибитора RdRp, 
для которого необходимо фосфорилирование и 
превращение в нуклеозидтрифосфат.

Ацикловир хорошо известен как ингибитор 
герпесвирусов  [30,  31] и никогда не применялся 
для подавления SARS-CoV-2. И действительно, 
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Таблица 1. Ингибирующая активность исследуемых соединений (IC50) в реакциях репликации вирусной 
РНК (экспрессия Rluc) и прерывистой транскрипции (экспрессия Fluc) при использовании репликона REP в 
клеточных линиях Vero  E6 и Vero  E6_TK

Название

Значения IC50*, мкМ

Rluc Fluc

Vero  E6 Vero  E6_TK Vero  E6 Vero  E6_TK

Молнупиравир 25  ±  6 10  ±  2 29  ±  7 10  ±  3

Ацикловир >  100 40  ±  10 >  100 11  ±  3

Аденозин-N1-оксид 9  ±  3 6  ±  2 14  ±  5 6  ±  2

2′-Амино-2′-дезоксиаденозин 8  ±  2 8  ±  2 6  ±  2 5  ±  1

3′-O-метиладенозин 70  ±  20 31  ±  9 28  ±  8 15  ±  4

Ставудин >  100 >  100 >  100 >  100

LN140 37  ±  11 н.д.** >  100 н.д.

Z876 45  ±  13 н.д. >  100 н.д.
* Представлены средние значения по результатам не менее 4  экспериментов  ± стандартное отклонение.
** н.д.  – нет данных.

в клетках Vero E6 он был практически не активен 
в отношении репликона REP. Однако в клетках 
Vero  E6_TK он оказался способен ингибировать 
RdRp SARS-CoV-2 (рис.  6,  б), хотя и значительно 
менее эффективно, чем молнупиравир (табл.  1).

Аденозин-N1-оксид и 2′-амино-2′-дезоксиаде-
нозин ранее никогда не тестировались в качестве 
ингибиторов SARS-CoV-2, но оба оказались актив-
ными ингибиторами вирусной RdRp (рис.  6,  в, г 
соответственно). Они практически одинаково ин-
гибировали экспрессию обеих репортерных люци-
фераз (табл.  1). Интересно при этом, что наличие 
в клетках ТК несколько усиливало ингибиторное 
действие аденозин-N1-оксида, но при этом никак 
не влияло на активность 2′-амино-2′-дезоксиаде-
нозина.

3′-О-метиладенозин также оказался способен 
ингибировать RdRp SARS-CoV-2 (рис.  6,  д), однако 
эффективность его ингибирующего действия ока-
залась ниже, чем у двух предыдущих аналогов 
аденозина. Надо отметить, что 3′-О-метиладено-
зин сильнее влиял на эффективность прерыви-
стой транскрипции, чем репликации, поскольку 
в его присутствии уровень люминесценции Fluc 
снижался сильнее, чем для Rluc (табл.  1). Кроме 
того, в клетках Vero  E6_TK ингибирование под 
действием 3′-О-метиладенозина происходило бо-
лее эффективно, что указывает на его действие 
как нуклеозидного ингибитора RdRp.

В отличие от трёх предыдущих соединений 
ставудин является производным тимидина, спо-
собным эффективно ингибировать РНК-зависи-
мую ДНК-полимеразу ВИЧ-1 [32]. Однако ставудин 

оказался неспособен достоверно снижать уровень 
ни одной из люцифераз (рис.  6,  е). Исследование 
на клетках Vero E6_TK также не позволило детек-
тировать его ингибирующую активность.

Соединения LN140 и Z876 не являются нук-
леозидами и не могут фосфорилироваться нуклео-
зидкиназами, поэтому их тестировали только на 
линии Vero E6. Оба соединения оказались заметно 
более эффективными ингибиторами экспрессии 
первой люциферазы, Rluc (рис.  6,  ж  и  з соответ-
ственно). Надо отметить, что ингибирующая ак-
тивность LN140 при использовании репликона 
оказалась сравнима с его способностью ингиби-
ровать гибель клеток Vero, индуцированную за-
ражением штаммом PIK35 вируса SARS-CoV-2  [33]. 
Этот результат дополнительно подтверждает 
функциональную активность нашего репликона 
и его применимость для скрининга ингибиторов 
RdRp SARS-CoV-2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Пандемия инфекционного заболевания 
COVID-19, которое вызывается бетакоронавирусом 
SARS-CoV-2, сделала крайне актуальной разработ-
ку простых и безопасных клеточных систем для 
изучения патогенеза этой вирусной инфекции, 
позволяющих манипулировать геномом вируса, а 
также проводить высокопроизводительный скри-
нинг его потенциальных ингибиторов. В случае 
коронавирусов создание таких систем осложня-
ется крайне большим размером вирусной РНК,  
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составляющим в зависимости от вируса 26–32  ты-
сяч оснований [34]. Тем не менее развитие методов 
молекулярного клонирования позволило работать 
с кДНК коронавирусов и собирать полноразмер-
ные вирусные кДНК из отдельных фрагментов. 
Полученные таким образом генетические систе-
мы сыграли значительную роль в содействии раз-
работке вакцин против SARS-CoV-2 и терапевтиче-
ских средств первого поколения.

Удобным вариантом системы для скрининга 
противовирусных препаратов является полнораз-
мерная кДНК вируса, клонированная в ВАС. Век-
торы на основе ВАС подходят для клонирования 
фрагментов ДНК больших размеров, до 300 тысяч 
п.н. [35]. При размножении в клетках E. coli сохра-
няется только одна или две копии BAC на клет-
ку, что позволяет минимизировать токсичность, 
связанную с присутствием последовательностей 
вирусного генома  [36]. После трансфекции эука-
риотических клеток ВАС-вектором, содержащим 
полноразмерную кДНК вируса, клеточной РНК-
полимеразой синтезируется вирусная РНК и соби-
раются инфекционные вирусные частицы.

Поскольку нам необходимо было создать без-
опасную клеточную систему, которая позволила 
бы проводить скрининг ингибиторов SARS-CoV-2, 
а также исследовать отдельные этапы репликации 
и транскрипции вирусной РНК, для клонирова-
ния в ВАС-вектор была использована не полнораз-
мерная кДНК, а кДНК модифицированного генома 
SARS-CoV-2, не содержащего генов структурных 
белков  S, E и M (рис.  1). Помимо этого, впервые 
в состав репликона был вставлен не один, а два 
блока репортерных генов. Первый блок, представ-
ленный люциферазой Renilla reniformis и зелёным 
флуоресцентным белком (Rluc–GFP), находится 
под контролем CMV-промотора. Второй блок ре-
портерных генов представлен люциферазой свет-
лячка Photinus pyralis и красным флуоресцентным  
белком (Fluc–RFP) и находится после последова-
тельности, регулирующей прерывистую тран-
скрипцию (transcription regulation sequence, TRS), 
характерную для семейства Coronaviridae. При 
синтезе (−)цепи РНК РНК-полимерный комплекс 
диссоциирует от (+)РНК-матрицы в районе TRS, 
связывается в области 5′-UTR и продолжает синтез 
РНК. В некоторых случаях «перескок» РНК-поли-
меразного комплекса возможен и при синтезе 
(+)РНК-цепи; в этом случае комплекс диссоции-
рует от TRS-последовательности, расположен-
ной в 5′-UTR, и вновь гибридизуется с TRS перед 
началом белок-кодирующей последовательно-
сти. Полученные в процессе такой прерывистой 
транскрипции укороченные РНК служат матри-
цей для последующей трансляции неструктур-
ных белков SARS-CoV-2  [5]. В сконструированном 
нами репликоне белки второго блока репортеров 

должны синтезироваться именно с такой уко-
роченной РНК, которая образуется в результате 
работы вирусной RdRp. В то же время экспрессия 
первого репортера, который находится под кон-
тролем CMV-промотора, может происходить как 
в результате репликации вирусной РНК под дей-
ствием RdRp самого вируса, так и в результате 
транскрипции под действием клеточной РНК-по-
лимеразы  II (рис. 2). Соответственно, уровень экс-
прессии люциферазы Rluc из первого репортерно-
го блока должен быть выше уровня экспрессии 
люциферазы Fluc из второго блока. Именно этот 
результат был зафиксирован после трансфекции 
клеток Vero  E6 сконструированным репликоном 
REP (рис.  3). Тем не менее для дополнительной 
проверки функциональной активности закоди-
рованной в репликоне вирусной RdRp нами был 
создан мутантный вариант репликона, REP_mut, в 
котором в активном центре полимеразной субъ-
единицы RdRp (NSP12) произведены замены ами-
нокислот (D760A, D761A) методом сайт-направ-
ленного мутагенеза. Указанные замены, согласно 
литературным данным  [25], приводят к потере ка-
талитической активности RdRp. Трансфекция кле-
ток Vero  E6 репликоном REP_mut показала, что в 
этом случае экспрессия первой люциферазы, Rluc, 
существенно снижена, а второй, Fluc  – практиче-
ски отсутствует (рис. 3). Эти данные подтвердили 
функциональную активность сконструированного 
репликона REP и позволили использовать его 
для скрининга потенциальных ингибиторов 
полимеразы SARS-CoV-2. При этом проверялась 
способность исследуемых соединений подавлять 
экспрессию как первой, так и, главное, второй 
репортерной полимеразы – Fluc, которая является 
продуктом прерывистой транскрипции, осущест-
вляемой вирусной полимеразой.

Существует два типа ингибиторов вирусных 
полимераз: нуклеозидные и ненуклеозидные  [37]. 
Нуклеозидные ингибиторы  – соединения, имею-
щие структурное сходство с природными нук-
леозидами, которые воспринимаются вирусным 
репликативным аппаратом как субстрат для син-
теза нуклеиновой кислоты  – включаются в ра-
стущую цепь нуклеиновой кислоты и нарушают 
репликацию вируса. Для того чтобы полимераза 
могла встроить нуклеозидные ингибиторы в ра-
стущую цепь нуклеиновой кислоты, они должны 
быть предварительно превращены в нуклеозид- 
5′-трифосфаты в результате тройного фосфори
лирования клеточными ферментами.

Ненуклеозидные ингибиторы обычно дей-
ствуют как аллостерические ингибиторы, и 
их связывание вызывает структурные измене-
ния активного центра фермента, приводящие 
к потере его ферментативной активности. Для 
проявления ингибирующего действия никакой 



РЕПЛИКОН SARS-CoV-2 C ДВУМЯ РЕПОРТЕРАМИ 1977

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

дополнительной модификации ненуклеозидным 
ингибиторам не требуется.

Мы использовали соединения как нуклеозид-
ной, так и ненуклеозидной природы для провер-
ки их способности ингибировать функционирова-
ние закодированной в репликоне REP вирусной 
полимеразы. В качестве контрольного нуклеозид-
ного ингибитора использовали молнупиравир, 
встраивание которого в РНК приводит к ошиб-
кам полимеразы при её повторном прохождении 
через сайт включения ингибитора, в результате 
чего происходит изменение нуклеотидной после-
довательности генома вируса  [29]. Учитывая, что 
модифицированные нуклеозиды могут оказаться 
плохими субстратами для клеточных нуклеозид-
киназ, осуществляющих первое фосфорилиро-
вание, мы сконструировали клеточную линию 
Vero  E6_TK, в геноме которой содержится ген ТК. 
Ранее было показано, что наличие ТК в клетке 
повышает способность 3′-азидотимидина ингиби-
ровать репликацию ВИЧ-1  [28].

Молнупиравир практически одинаково инги-
бировал экспрессию обеих люцифераз, при этом 
в клетках Vero  E6_TK ингибирование происхо-
дило более эффективно, чем в клетках Vero  E6 
(рис. 6, а). Это дополнительно подтвердило актив-
ность молнупиравира как нуклеозидного инги-
битора RdRp, для которого необходимо фосфори-
лирование. Убедившись в том, что с помощью 
репликона REP и клеточной линии Vero  E6_TK 
можно не только проверить ингибирующее дей-
ствие соединений, но и достоверно показать 
механизм их действия как нуклеозидных инги-
биторов полимеразы, мы проверили активность 
нескольких модифицированных нуклеозидов: 
ацикловира, 2′-амино-2′-дезоксиаденозина, адено-
зин-N1-оксида, 3′-О-метиладенозина и ставудина 
(2′,3′-дидегидро-2′,3′-дидеокситимидина).

Ацикловир является известным ингибитором 
герпесвирусов, однако в присутствии ТК он спосо-
бен также ингибировать обратную транскриптазу 
ВИЧ-1  [38]. Мы впервые показали, что в клетках 
Vero  E6_TK ацикловир способен ингибировать 
RdRp SARS-CoV-2 (рис.  6,  б), хотя и гораздо менее 
эффективно, чем молнупиравир (табл.  1). В то же 
время в клетках Vero  E6 ацикловир не проявлял 
ингибирующей активности.

Из всех модифицированных аналогов адено-
зина – 2′-амино-2′-дезоксиаденозина, аденозин-N1-
оксида и 3′-О-метиладенозина  – наиболее эффек-
тивным ингибитором экспрессии обеих люцифераз 
оказался 2′-амино-2′-дезоксиаденозин (табл.  1). 
Интересно при этом, что его ингибирующее дей-
ствие не зависело от наличия ТК в клетках. Воз-
можно, наличие 2′-аминогруппы не препятствует 
узнаванию и эффективному фосфорилированию 
этого нуклеозида клеточной аденозинкиназой. 

Аденозин-N1-оксид и 3′-О-метиладенозин также 
оказались ингибиторами RdRp SARS-CoV-2, но их 
ингибирующее действие сильнее проявлялось в 
клетках Vero  E6_TK (табл.  1). Отметим также, что 
ингибирующая активность 3′-О-метиладенозина 
была заметно ниже, чем у двух других аналогов 
аденозина. Способность ингибировать RdRp для 
всех исследованных нами производных аденози-
на была показана впервые. Ранее in  vitro изуча-
лась способность ингибировать действие полиме-
разного комплекса, состоящего из полимеразной 
субъединицы NSP12 и субъединиц NSP7 и NSP8, 
для 5′-трифосфатов 2′-амино-2′-дезоксиуридина и 
3′-О-метилуридина, т.е. аналогов уридина, содер-
жащих такие же модификации, как у исследо-
ванных нами аналогов аденозина. При этом было 
обнаружено, что 2′-амино-2′-дезоксиуридин не яв-
ляется ингибитором полимеразы, а 5′-трифосфат 
3′-О-метилуридина эффективно встраивается в 
РНК и обрывает рост цепи  [39].

Ставудин известен как эффективный ингиби-
тор обратной транскриптазы ВИЧ-1  [40]. В нашем 
исследовании он был выбран, поскольку в in  vitro 
экспериментах по ингибированию полимеразного 
комплекса, состоящего из полимеразной субъеди-
ницы NSP12 и субъединиц NSP7 и NSP8, 5′-трифос-
фат ставудина эффективно терминировал синтез 
новой цепи РНК  [39]. Однако в экспериментах на 
разработанной нами клеточной системе ставудин 
не проявил ингибирующее действие. Очевидно, 
это связано с различиями использованных систем 
для тестирования ингибиторов, из-за которых 
данные, полученные на рекомбинантных белках 
и в клеточных системах, не всегда совпадают.

В качестве потенциальных ненуклеозидных 
ингибиторов RdRp SARS-CoV-2 мы исследовали со-
единения LN140 и Z876, которые ранее продемон-
стрировали антивирусную активность на клет-
ках Vero E6, инфицированных SARS-CoV-2  [20,  41]. 
Для  соединения Z876 было также с помощью 
докинга показано, что оно может связываться с 
гидрофобной областью RdRp этого вируса, и экс-
периментально продемонстрирована его способ-
ность ингибировать полимеразный комплекс, 
состоящий из полимеразной субъединицы NSP12 
и субъединиц NSP7 и NSP8. Эти результаты позво-
лили авторам предположить, что Z876 является 
ненуклеозидным ингибитором вирусной полиме-
разы. Однако если IC50 для Z876 в клетках Vero  E6 
по отношению к различным штаммам SARS-CoV-2 
варьировала от 20 до 30  мкМ, то его IC50 по отно-
шению к полимеразному комплексу была боль-
ше 50 мкМ [20]. Мы решили проверить, являются 
ли соединения LN140 и Z876 ненуклеозидными 
ингибиторами RdRp SARS-CoV-2 на сконструиро-
ванном нами репликоне. Как LN140, так и Z876 
оказались способны ингибировать экспрессию 
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только первой люциферазы Rluc (табл.  1). При 
этом ингибирующая активность обоих соедине-
ний была сравнима с активностью, приведённой 
в опубликованных ранее работах: для LN140 IC50  
37  ±  11 (табл.  1) и 21  ±  6  [33], для Z876 IC50 45  ±  13 
(табл.  1) и 29,33 для штамма Дельта  [20]. Учиты-
вая, что Rluc образуется в результате трансляции 
с РНК, которая может синтезироваться как вирус-
ной RdRp, так и клеточной РНК-полимеразой  II, 
мы не можем однозначно утверждать, что эти 
соединения действительно являются ненуклео-
зидными ингибиторами RdRp SARS-CoV-2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в результате проведённого 
исследования нами была получена улучшенная 
безвирусная репортерная система для поиска нук-
леозидных и ненуклеозидных ингибиторов RdRp 
SARS-CoV-2. Для облегчения поиска нуклеозид-
ных ингибиторов RdRp была создана клеточная 
линия Vero  E6_ТК, экспрессирующая тимидинки-
назу вируса простого герпеса, способную осущест-
вить первую стадию фосфорилирования различ-
ным образом модифицированных нуклеозидов в 
клетке. Созданная система была использована для 
проверки способности ряда соединений ингиби-
ровать каталитическую активность RdRp SARS-
CoV-2. В результате проведённого тестирования 
была впервые обнаружена антивирусная актив-
ность у 2′-амино-2′-дезоксиаденозина и аденозин-
N1-оксида, превышающая активность используе-
мого для  лечения COVID-19 молнупиравира.
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To prepare a safe cellular system for testing inhibitors targeting the RNA-dependent RNA polymerase 
(RdRp) of SARS-CoV-2, a genetic construct containing viral cDNA with two blocks of reporter genes 
while lacking genes encoding the structural S, E and M proteins was engineered. The first report-
er block, consisting of renilla luciferase and green fluorescent protein (Rluc-GFP), located upstream 
of the SARS-CoV-2 5′-UTR. Meanwhile, the second block, represented by firefly luciferase and red 
fluorescent protein (Fluc-RFP), was positioned downstream of the transcription regulatory sequence 
(TRS-N). Although the first block of reporter genes can be transcribed by both viral RdRp and cel-
lular polymerases, the second block can only be transcribed by the viral polymerase, aligning with 
the Coronaviridae discontinuous transcription mechanism. This allowed us to accurately assess the 
effectiveness of viral RdRp inhibition. To facilitate the search for nucleoside RdRp inhibitors the 
cell line was obtained expressing herpes simplex virus thymidine kinase which provides the first 
stage of nucleoside phosphorylation. When screening the ability of a number of compounds to in-
hibit the catalytic activity of SARS-CoV-2 RdRp, we first discovered the antiviral activity of 2′-amino- 
2′-deoxyadenosine and adenosine-N1-oxide, exceeding the activity of molnupiravir, a therapeutic agent 
used in the treatment of COVID-19.

Keywords: dual-reporter replicon, inhibitors, RNA-dependent RNA polymerase, SARS-CoV-2, viruses
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Гены длинных некодирующих РНК (днРНК) семейства генов-хозяев малых ядрышковых 
РНК  (SNHG) могут участвовать в онкогенезе как за счёт регуляторных функций, свойственных 
днРНК, так и за счёт влияния на образование малых ядрышковых РНК и биогенез рибосом. 
Цель данной работы  – оценить в клинических образцах рака яичников  (РЯ) изменения уров-
ня метилирования и степень кометилирования группы генов днРНК семейства SNHG (SNHG1, 
GAS5/SNHG2, SNHG6, SNHG12, SNHG17) для разных стадий рака как критерии сходства их роли 
в онкогенезе. На представительной выборке 122 образцов РЯ методом количественной МС-ПЦР 
показано статистически значимое (p  <  {0,01–0,0001}) повышение уровня метилирования 5  ис-
следуемых генов днРНК. Показана статистически значимая связь повышенного уровня мети-
лирования GAS5, SNHG6, SNHG12 с прогрессией  РЯ: с клинической стадией, размером опухоли 
и метастазированием, что указывает на возможную функциональную значимость гипермети-
лирования этих генов. Для  4 из 5  генов (SNHG1, GAS5, SNHG6, SNHG12) впервые выявлена ста-
тистически значимая попарная положительная корреляция уровней метилирования (rs  >  0,35; 
p  ≤  0,001). Полученные нами данные о кометилировании этих 4  генов находятся в согласии с 
данными GEPIA  2.0 (для 426  образцов  РЯ), выявляющими их коэкспрессию (rs  >  0,5; p  <  0,001); 
корреляция уровней экспрессии GAS5 и SNHG6 подтверждена количественной ОТ-ПЦР (rs  =  0,46; 
p  =  0,007). Для днРНК SNHG1, GAS5, SNHG6 и SNHG12 биоинформатически предсказаны общие 
микроРНК, потенциально способные взаимодействовать с одной или несколькими из них по 
механизму конкурирующих эндогенных РНК. Предсказаны также мРНК, на экспрессию которых 
они, таким образом, способны влиять. Изучено возможное участие генов, соответствующих 
этим мРНК, в ряде значимых для онкогенеза процессов, включая процессинг и сплайсинг РНК и 
эпителиально-мезенхимальный переход. Таким образом, определены 4 днРНК семейства SNHG, 
имеющие сходство как в своей регуляции, так и в предполагаемых биологических функциях 
в патогенезе  РЯ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рак яичников, длинные некодирующие РНК, семейство генов-хозяев малых 
ядрышковых РНК, мякРНК, миРНК, мРНК, процессинг РНК, сплайсинг РНК, ЭМП.

DOI: 10.31857/S0320972524110179 EDN: IJTAVG

Принятые сокращения: днРНК  – длинные некодирующие РНК; миРНК  – микроРНК; мякРНК  – малые яд-
рышковые  РНК; нкРНК  – некодирующие  РНК; РЯ  – рак яичников; ЭМП  – эпителиально-мезенхимальный 
переход; SNHG  – семейство генов-хозяев малых ядрышковых  РНК.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

По состоянию на 2024  г. в мире ежегодно диаг-
ностируется 314  000 новых случаев рака яични-

ков (РЯ) и 207  000 случаев имеют неблагоприятный 
исход, что ставит РЯ на первое место по показа-
телям смертности среди злокачественных ново-
образований женской репродуктивной системы 
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в экономически развитых странах, в том числе 
в России  [1,  2]. РЯ  протекает бессимптомно до 
поздних стадий с обширным метастазированием, 
ввиду чего исследование механизмов развития и 
прогрессии  РЯ необходимо для своевременного 
выявления метастатического заболевания  [3].

В последнее время превалирует точка зрения, 
что в процессах прогрессирования рака главную 
роль играют не столько генетические нарушения, 
сколько эпигенетические факторы, такие как ДНК- 
и РНК-метилирование, модификация гистонов, ре-
моделирование хроматина, а также воздействия 
некодирующих РНК  (нкРНК), которые почти не 
имеют рамок считывания, но вовлечены в слож-
ную регуляцию экспрессии генов  [4]. Эпигенети-
ческие модификации обратимы и могут повы-
шать фенотипическую пластичность опухолевой 
клетки, необходимую, например, при осуществле-
нии процессов, связанных с метастазированием, 
таких как эпителиально-мезенхимальный пере-
ход  (ЭМП)  [5]. Постгеномные исследования пока-
зали, что в транскриптоме человека преобладают 
нкРНК. Взаимодействия РНК–белок, РНК–РНК или 
РНК–ДНК, реализуемые с участием нкРНК, позво-
лили по-новому взглянуть на механизмы регуля-
ции разнообразных биологических процессов в 
онкогенезе. Открытие микроРНК (миРНК) и длин-
ных нкРНК  (днРНК) подняло на новый уровень 
представления о транскриптоме и регуляторных 
генных сетях в развитии и прогрессии злокаче-
ственных опухолей [6]. Важным этапом стало вы-
явление механизма конкурирующих эндогенных 
РНК (ceRNA-model), объяснившего участие разных 
миРНК в регуляции экспрессии множества мРНК 
за счёт общих сайтов связывания миРНК (MiRNA 
Response Elements, MRE)  [6]. Этот же механизм 
оказался задействованным в регуляции генов с 
участием днРНК по схеме днРНК/миРНК/мРНК, в 
частности, при раке яичников  [7].

В геноме человека обнаружено 232  гена ма-
лых ядрышковых РНК  (мякРНК); среди них выяв-
лены гены, получившие название генов-хозяев 
малых ядрышковых РНК  (Small Nucleolar RNA 
Host Genes, SNHG), которые не кодируют стабиль-
ную мРНК, но кодируют днРНК. На  сегодняшний 
день это семейство насчитывают 32  гена SNHG1–
SNHG33, включая DANCR  (SNHG13), GAS5  (SNHG2), 
MEG8  (SNHG23) (https://www.genenames.org/tools/
search/#!/?query=snhg; на  17.08.2024). Изучение 
функциональной значимости этих генов в норме 
и в патологии привлекает всё большее внимание 
биологов и онкологов  [8,  9]. Так, стало известно, 
что многие днРНК семейства SNHG участвуют в 
онкогенезе как за счёт функций типичных днРНК 
(например, взаимодействий с миРНК по механиз-
му конкурирующих эндогенных РНК [7]), так и за 
счёт влияния на регуляцию уровня мякРНК и био-

генез рибосом [8–10]. Представляется актуальным 
поиск подходов к исследованию механизмов уча-
стия днРНК и мякРНК в онкогенезе и биогенезе 
рибосом.

Анализ коэкспрессии генов используют для 
выявления генов с общими функциями и выяс-
нения новых функций генов  [11]. Кометилирова-
ние может также отражать скоординированную 
регуляцию генов и их совместное участие в опре-
делённых процессах. Цель данной работы  – оце-
нить в клинических образцах РЯ изменения уров-
ня метилирования и степень кометилирования 
для группы генов днРНК, относящихся к семей-
ству SNHG. Кроме того, для продолжения дальней-
ших исследований мы ставили себе целью пред-
варительно оценить влияние метилирования на 
их экспрессию и коэкспрессию. В  исследование 
включены 5  генов этого семейства: SNHG1, GAS5/
SNHG2, SNHG6, SNHG12, SNHG17, для которых об-
наружено гиперметилирование в опухолях яич-
ников  [12–14]. Из  этих 5  днРНК наиболее иссле-
дован ген GAS5 (growth arrest-specific transcript  5), 
для которого отмечены супрессорные свойства, в 
том чиселе в опухолях яичников  [15].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы опухолей яичников собраны и мор-
фологически охарактеризованы в ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им.  Н.Н.  Блохина» Минздрава России. 
Исследовали образцы опухолей больных, которые 
до операции не получали лучевую, химио- или 
гормонотерапию. Все опухоли были классифици-
рованы в соответствии с TNM-классификацией 
Международного противоракового союза и гисто-
логически верифицированы на основании крите-
риев классификации ВОЗ  [16]. Для отбора образ-
цов с высоким содержанием опухолевых клеток 
(не  менее  70–80%) проводили дополнительный 
гистологический анализ микросрезов (3–5  мкм), 
окрашенных гематоксилином-эозином. Образцы 
тканей хранили при −70  °С. В  работе использова-
ли 122  образца опухолей и 105  образцов гистоло-
гически неизменённой ткани яичников  (табл.  1).

Анализ уровня метилирования генов днРНК 
проводили с применением бисульфитной конвер-
сии ДНК и количественной метил-специфичной 
ПЦР (МС-ПЦР) с детекцией в реальном времени, 
как описано в работе Van Dam et al. [11]. Использо-
ван набор реактивов qPCRmix-HS SYBR («Евроген», 
Россия). Амплификацию проводили на приборе 
Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR Detection System («Bio-
Rad», США). Полноту конверсии ДНК определяли 
с помощью контрольного локуса  ACTB с исполь-
зованием олигонуклеотидов, специфичных к не-
конвертированной матрице. Для сравнительного  

https://www.genenames.org/tools/search/#!/?query=snhg
https://www.genenames.org/tools/search/#!/?query=snhg
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Таблица  1. Обобщённые данные по образцам опу
холей яичников

Клинико-гистологический параметр n  =  122

Гистологический 
тип

серозная  
аденокарцинома 91

эндометриоидная  
аденокарцинома 21

другие типы 10

Клиническая стадия

I 26

II 19

III 68

IV 9

Размер и 
распространенность

Т1 26

Т2 20

Т3 76

Гистологическая 
степень

G1 28

G2 35

G3 57

Отдаленные  
метастазы

M0 113

M1 9

Лимфатические 
метастазы

N0 101

N1–3 21

Диссеминация  
по брюшине  
и в сальник

нет 45

есть 77

Метастазы  
всех типов

нет 43

есть 79

анализа эффективности амплификации также 
применялся локус  ACTB с использованием олиго-
нуклеотидов, специфичных к конвертированной 
матрице. Последовательности олигонуклеотидов 
и условия проведения ПЦР для генов днРНК при-
ведены в табл.  2. В  качестве контролей для неме-
тилированных аллелей использовали коммер-
ческий препарат ДНК  #G1471 («Promega», США).  
В качестве положительного контроля 100%-ного ме-
тилирования использовали коммерческий препа-
рат ДНК #SD1131 («Thermo Fisher Scientific», США). 
Исследование метилирования 5  генов  днРНК вы-
полнено на тотальной выборке из 122  образцов 
опухолей яичников.

Анализ относительного уровня экспрессии 
днРНК и миРНК. Выделение РНК и получение 
кДНК проводили, как описано ранее  [17]. Изме-
нения уровня экспрессии днРНК и миРНК опре-
деляли методом количественной ПЦР в реальном 
времени на приборе Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR 
Detection System. Данные анализировали с исполь-
зованием метода  ΔΔCt  [18]. Изменение уровня 
экспрессии менее чем в 2  раза (|ΔΔCt|  ≤  2) при-
нимали за отсутствие изменений. Праймеры для 
анализа уровня экспрессии 5  днРНК и контроль-
ного гена  B2M приведены в табл.  3. Наличие про-
дуктов ПЦР и их размер проверяли с помощью 
электрофореза в 1%-ном агарозном геле с окраши-
ванием интеркалирующим красителем бромидом 
этидия. Исследование изменений уровня экспрес-
сии 5  генов днРНК выполнено на тотальной вы-
борке из 68  парных образцов  РНК.

Анализ изменений уровня экспрессии миРНК 
проводили с использованием наборов TaqMan 
MicroRNA Assays («Thermo Fisher Scientific»): hsa-
miR-124-3p (Assay ID: 4427975-001182); hsa-miR-124-5p 
(Assay ID: 4427975-002197); hsa-miR-137-3p (Assay ID: 
4427975-001129) и контрольных наборов TaqMan™ 
MicroRNA Assays («Thermo Fisher Scientific»): RNU48 
(Assay ID: 4427975-001006); RNU6B (Assay ID: 4427975-
001093). Исследование уровня экспрессии миРНК 
выполнено на тотальной выборке из 44  парных 
образцов  РНК.

Статистический анализ. Для анализа резуль-
татов использовали пакет статистических про-
грамм IBM SPSS Statistics 22; значимость различий 
между исследуемыми группами оценивали, ис-
пользуя непараметрический U-тест Манна–Уитни 
для независимых выборок. Анализ корреляции 
производили с помощью критерия Спирмена. Раз-
личия считали значимыми при p  ≤  0,05.

Биоинформатический анализ. Данные пол-
ногеномного бисульфитного секвенирования 
серозной аденокарциномы яичников в NCBI’s 
Gene Expression Omnibus (NCBI  GEO) GSE146556 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi? 
acc=GSE146555) и GSE81228 (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE81228) привлече-
ны как первичный тест наличия гиперметилиро-
вания у генов днРНК в опухолях яичников.

Для оценки предсказанных изменений уровня 
экспрессии исследуемых генов днРНК и предска-
занных корреляций между этими изменениями 
была использована база данных GEPIA  2.0 (Gene 
Expression Profiling Interactive Analysis) [19], содер-
жащая данные об экспрессии генов из библио-
тек  TCGA для 426  образцов серозной аденокарци-
номы яичников и 88 образцов нормальной ткани 
яичников (http://gepia2.cancer-pku.cn/#index).

Оценка мРНК, положительно коррелирующих 
с исследуемыми днРНК, выполнена в среде про-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE146555
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Таблица 2. Праймеры и условия метил-специфичной ПЦР

Ген днРНК M/U Праймер, нуклеотидная последовательность (5′→3′) Размер, п.н. Tотж., °С

GAS5

M
MF: CGTTATCGTCGGTATTGGAGGGG

185 60
MR: CGCCCGACGCCTTATCCC

U
UF: TGTTATTGTTGGTATTGGAGGGGTGAG

179 60
UR: CAACACCTTATCCCCATCTTCTCCA

SNHG1

M
MF: CGGCGATCGAGGTTTTAGGA

210 60
MR: ACTAACTCACCGACCGCATT

U
UF: TGGTGATTGAGGTTTTAGGA

210 55
UR: ACTAACTCACCAACCACATT

SNHG6

M
MF: TTGAGTTATCGCGTTCGGTTT

295 61
MR: CTCTTCCGATACGCGACCC

U
UF: CTCTTCCAATACACAACCC

295 58
UR: CAAAAACCATAAACCACCCTCC

SNHG12

M
MF: CGCGTTTAGTAAAATTATATATTAGTGGAAGAGATAAG

239 60
MR: CCCGACGCTAAACCCACGC

U
UF: TGTGTTTAGTAAAATTATATATTAGTGGAAGAGATAAG

245 56
UR: TCAATACCCAACACTAAACCCACAC

SNHG17

M
MF: GCGCGAAACGAGCGTA

168 59
MR: CGACGCCCTAACGTCGAATA

U
UF: TTGGTGTGAAATGAGTGTA

170 57
UR: CAACACCCTAACATCAAATAACA

ACTB1
BSF: TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT

60 135
BSR: AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA

Примечание. MF/UF и MR/UR  – прямые и обратные праймеры к метилированному/неметилированному ал-
лелю соответственно. Олигонуклеотиды подобраны с использованием базы данных (https://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/gene/) и программы (http://www.urogene.org/methprimer2/) c проверкой в программе SeqBuilder Pro, ко-
торая входит в пакет программ Lasergene  17.1 («DNASTAR»,  США).

граммирования  R с использованием набора дан-
ных из NCBI  GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
query/acc.cgi?acc=GSE211669) для 131  больных  РЯ; 
учитывали данные при rs  >  0,5  и  p  <  10−8.

Оценка миРНК, отрицательно коррелирую-
щих с исследуемыми днРНК, выполнена с ис-
пользованием данных полнотранскриптомного 
секвенирования из ICGC (International Cancer 
Genome Consortium; https://github.com/icgc-dcc) для 
300 больных серозной цистаденокарциномой яич-
ников и набора данных из NCBI GEO (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE119055) 

для 6  образцов  РЯ и 4  гистологически нормаль-
ных тканей яичников. Локальное выравнивание 
последовательностей между миРНК и днРНК было 
выполнено с использованием Архива нуклеоти-
дов NCBI и алгоритма Смита–Уотермана  [20].

Гены, связанные с ЭМП, отбирали с исполь-
зованием баз данных GeneCards (https://www. 
genecards .org/Search/Keyword?queryStr ing= 
epithelial-mesenchymal) и dbEMT  2.0 (http://dbemt.
bioinfo-minzhao.org/).

Расчёт анализа обогащения выполнен с 
привлечением набора инструментов g:Profiler  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://www.urogene.org/methprimer2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE211669
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https://github.com/icgc-dcc
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE119055
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Таблица 3. Праймеры, условия ПЦР и размеры продукта ПЦР 5  днРНК и контрольного гена

РНК Праймеры, нуклеотидная последовательность (5′→3′) Tотж., °C Размер, п.н.

GAS5 F: GAGCAAGCCTAACTCAAGCC
R: TCAAGCCGACTCTCCATACCC 60 157

SNHG6 F: GCGAGGTGCAAGAAAGCC
R: TGCTGCATGCCACACTTGA 60 94

SNHG12 F: TCTGGTGATCGAGGACTTCC
R: AGCATGCTGTTGTTTCTACCTAA 60 157

SNHG17 F: GGGATCTGGGTTTGCTGATATT
R: GTAGCCTCACTCTCCATTCTCT 62 89

B2M F: TGACTTTGTCACAGCCCAAGATAG
R: CAAATGCGGCATCTTCAAACCTC 60/62 81

Примечание. Праймеры подбирали в программе Beacon Designer (Premier Biosoft International) и с использо-
ванием PrimerSelect, Lasergene (http://www.dnastar.com/t-primerselect.aspx).

(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler): Gene Ontology (GO; 
https://geneontology.org/); Reactome Pathway Database 
(REAC; https://reactome.org/); Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes (KEGG; https://www.genome.jp/
kegg/); базы транскрипционных факторов  (TF); 
WikiPathway  (WP); The  Human Protein Atlas 
(HPA; https://www.proteinatlas.org/); CORUM: the 
comprehensive resource of mammalian protein 
complexes–2022 (http://mips.helmholtz-muenchen.de/
corum/)  [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Гиперметилирование группы генов днРНК 
семейства SNHG и связь уровня метилирования 
с прогрессией рака яичников. Методом количе-
ственной МС-ПЦР проведён анализ изменений 
уровней метилирования 5  генов днРНК (SNHG1, 
GAS5, SNHG6, SNHG12, SNHG17) на выборке из 
122  образцов опухолей яичников  (рис.  1).

Как видно из рис.  1, все 5  генов статистиче-
ски значимо повышают уровень метилирования 
в опухоли яичников в сравнении с гистологиче-
ски неизменённой тканью, что согласуется с дан-
ными полногеномного бисульфитного секвениро-
вания NCBI  GEO (GSE146556 и GSE81228) и работ 
Burdennyy  et  al.  [12,  13] и Lukina  et  al.  [14]. Однако 
4  гена (GAS5, SNHG1, SNHG6 и SNHG1) изменяют 
своё метилирование в разы (p  <  0,0001), в то вре-
мя как изменение метилирования SNHG17 гораз-
до менее значительно (p  <  0,01).

Проведён анализ связи изменений уров-
ней метилирования 5  генов днРНК с прогресси-
ей  РЯ  (рис.  2). Для 3  генов днРНК (GAS5, SNHG6 
и SNHG12) показано статистически значимое 
(p  <  0,01) повышение на более поздних клиниче-
ских стадиях (III–IV по сравнению с I–II) с наи-

более высокой достоверностью для генов GAS5 
и SNHG12 (p  <  0,0001). С  увеличением размера и 
распространённости РЯ (T3 по сравнению с T1–T2) 
также наблюдается статистически значимое повы-
шение уровня метилирования этих 3 генов с наи-
большей достоверностью гена GAS5  (p  <  0,0001), с 
меньшей  – SNHG12  (p  <  0,001) и SNHG6  (p  <  0,01).

Известно, что при РЯ доминирует перитонеаль
ный путь метастазирования  [3]. В  соответствии с 
этим диссеминация в брюшную полость и саль-
ник отмечена у 77  пациентов, а метастазирова-
ние в лимфоузлы  – только у 21  больного из  122. 
С  образованием метастазов связаны те же 3  гена 
(GAS5, SNHG6 и SNHG12), но ассоциации не такие 
высокозначимые, как с клинической стадией. Так, 
с лимфогенными метастазами ассоциировано по-
вышение метилирования у генов SNHG6  (p  <  0,05) 
и SNHG12 (p  <  0,01); с диссеминацией по брюшине 
и в сальник  – у гена GAS5  (p  <  0,05); при учёте 

Рис. 1. Изменения уровней метилирования 5  генов 
днРНК семейства генов  SNHG в опухолях яичников; 
гены GAS5 и SNHG6 исследованы в 122 образцах опу-
холей и 105  образцах нормы; гены SNHG1, SNHG12, 
SNHG17  – в 93 образцах опухолей и 75 образцах нор-
мы; **  p < 0,01, #  p < 0,0001; N – образцы парной нор-
мальной ткани яичника; T  – опухолевые образцы 
рака яичника

http://www.dnastar.com/t-primerselect.aspx
https://biit.cs.ut.ee/gprofiler
https://geneontology.org/
https://reactome.org/
https://www.genome.jp/kegg/
https://www.genome.jp/kegg/
https://www.proteinatlas.org/
http://mips.helmholtz-muenchen.de/corum/
http://mips.helmholtz-muenchen.de/corum/
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Рис. 2. Связь уровней метилирования генов GAS5, SNHG6 и SNHG12 с прогрессией РЯ; а – с клинической ста-
дией (I–II  – 45  образцов  РЯ, III–IV  – 77  образцов  РЯ); б  –  с размером и распространённостью рака (T1  +  T2  – 
46  образцов  РЯ, T3  – 76  образцов  РЯ); в  –  с метастазированием в лимфоузлы (N0  – 101  образец  РЯ, N1  – 
21  образец  РЯ); г  –  с диссеминацией по брюшине и в сальник (нет  – 45, есть  – 77); д  –  с учётом всех типов 
метастазирования (43  – нет, 79  – есть); *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ***  p  <  0,001; #  p  <  0,0001

всех типов метастазирования ассоциации выяв-
лены у генов GAS5 (p  <  0,05) и SNHG6 (p  <  0,01). Вы-
явленная связь с прогрессией  РЯ у 3  генов (GAS5, 
SNHG6 и SNHG12) указывает на возможную функ-
циональную значимость метилирования этих 
генов при  РЯ.

Кометилирование и коэкспрессия группы 
генов днРНК семейства SNHG при  РЯ. Методом 
статистического анализа на основании расчёта 
коэффициента корреляции Спирмена опреде-
лены попарные корреляции уровней метили-
рования 5  аберрантно метилированных генов 
днРНК  (рис.  3).

Как видно из корреляционной матрицы, 4 гена 
(GAS5, SNHG1, SNHG6, SNHG12) из 5  исследован- 
ных проявили попарные положительные корре-
ляции, тогда как отрицательные корреляции вы-
явлены только для гена  SNHG17. Cтатистически 
значимое кометилирование (rs  >  0,35; p  ≤  0,001) 
показано для 6  попарных сочетаний этих 4  ге-
нов: GAS5  – SNHG1, GAS5  – SNHG6, GAS5  – SNHG12, 
SNHG1 – SNHG6, SNHG1 – SNHG12, SNHG6 – SNHG12. 
Количественные данные о попарных положитель-
ных корреляциях представлены в табл.  4. Для 
гена SNHG17 обнаруживаются 3 отрицательных кор-
реляции с генами GAS5, SNHG6 и SNHG12 (табл. 4), 
с геном  SNHG1 корреляция тоже отрицательная, 
хотя статистически не значимая (см. рис. 3).

Рис. 3. Корреляционная матрица, отражающая сте-
пень корреляции уровней метилирования 5  генов 
днРНК (GAS5, SNHG1, SNHG6, SNHG12, SNHG17) при РЯ 
(попарные корреляции для 5 генов в 93 образцах РЯ, 
кроме пары  GAS5  –  SNHG6, для которой корреляция 
определена в 122  общих образцах). Положительные 
корреляции показаны красным, отрицательные  – 
синим; интенсивность цвета эквивалентна коэффи-
циенту корреляции Спирмена
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Таблица  4. Данные о попарном кометилировании группы генов днРНК и их сопоставление с данными о 
коэкспрессии по  GEPIA  2.0

Пара генов днРНК
Кометилирование Коэкспрессия по GEPIA  2.0

rs p-value rs p-value

1. GAS5 – SNHG1 0,39 <  0,001 0,55 <  0,001

2. GAS5 – SNHG6 0,39 <  0,001 0,52 <  0,001

3. GAS5 – SNHG12 0,59 <  0,001 0,50 <  0,001

4. SNHG1 – SNHG6 0,36 0,001 0,41 <  0,001

5. SNHG1 – SNHG12 0,48 <  0,001 0,68 <  0,001

6. SNHG6 – SNHG12 0,77 <  0,001 0,39 <  0,001

7. SNHG17 – GAS5 −0,35 0,001 – –

8. SNHG17 – SNHG6 −0,27 0,010 – –

9. SNHG17 – SNHG12 −0,29 0,005 – –

Примечание. Приведены значения коэффициента корреляции Спирмена (rs) и уровня статистической зна-
чимости (р-value).

Для оценки функциональной значимости 
вывода о кометилировании, эти результаты были 
сопоставлены с данными об уровнях экспрессии 
и о возможной коэкспрессии 5  исследуемых ге-
нов днРНК, полученных из базы данных GEPIA 2.0 
(http://gepia2.cancer-pku.cn/#index), содержащей 
данные из библиотек  TCGA для более 400  образ-
цов рака яичников. На  рис.  4 приведены измене-
ния уровней экспрессии 5  днРНК.

Следует отметить, что в отличие от гена 
SNHG17, другие 4  гена днРНК, по данным 
GEPIA  2.0, показали выраженное снижение уров-
ня экспрессии, причём GAS5, SNHG1, SNHG12  –  
статистически значимое (р  <  0,01), что согласуется 
с их гиперметилированием при РЯ. Результат ана-

лиза корреляций экспрессии исследуемых днРНК, 
по данных GEPIA  2.0., приведён на  рис.  5.

Важно подчеркнуть, что коэкспрессия, по 
данным GEPIA  2.0, выявлена для тех же 4  днРНК 
семейства SNHG (SNHG1, GAS5, SNHG6 и SNHG12), 
которые проявили кометилирование (рис. 5). При-
чём выявлены те же 6 попарных сочетаний днРНК: 
SNHG1  –  GAS5, SNHG1  –  SNHG6, SNHG1  –  SNHG12, 
GAS5  –  SNHG6, GAS5  –  SNHG12, SNHG6  –  SNHG12 
(табл.  4; rs  =  0,39–0,68;  p  <  0,001).

Нами были определены уровни экспрессии 
2  днРНК GAS5 и SNHG6 методом количествен-
ной ОТ-ПЦР на представительных выборках об-
разцов  РЯ, а также получены пилотные данные 
для днРНК SNHG12 и  SNHG17. Наблюдается сни-

Рис. 4. Изменения уровней экспрессии 5  днРНК GAS5, SNHG1, SNHG6, SNHG12, SNHG17, при серозной цист-
аденокарциноме яичников, по данным GEPIA 2.0 (красный цвет – в опухоли, темно-серый – в норме); 426 об-
разцов опухолей, 88 образцов нормальной ткани; красная звездочка соответствует р < 0,01; TPM – transcripts 
per million (транскриптов на миллион картированных прочтений)

http://gepia2.cancer-pku.cn/#index
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Рис. 5. Положительные корреляции между изменениями уровней экспрессии в 6  парах 4  днРНК семей-
ства SNHG, по данным GEPIA 2.0 (выборка: 426 образцов серозной цистаденокарциномы яичников, 88 образ-
цов нормы). Приведены коэффициент корреляции Спирмена  (rs) и значимость  (p-value)

жение уровней экспрессии днРНК GAS5, SNHG6 
и SNHG12  (рис.  6,  а), что согласуется с данны-
ми об их гиперметилировании. Статистиче-
ски значимое повышение уровня экспрессии 
SNHG17  (p  =  0,048) может указывать на отсутствие 
функциональной значимости гиперметилирова-
ния гена  SNHG17  (рис.  6,  а).

Проведён анализ возможной коэкспрессии 
днРНК GAS5 и SNHG6 в опухолях яичников с рас-
чётом коэффициента корреляции Спирмена, и 
определена статистически значимая положитель-
ная корреляция (rs = 0,46; p = 0,007; рис. 6, б). Важ-
но, что экспериментально полученный результат 
о коэкспрессии этих днРНК совпал с результатом 
анализа базы данных GEPIA для этой пары днРНК 
GAS5  –  SNHG6  (rs  =  0,52; p  <  0,001;  рис.  5).

Проведён анализ возможных корреляций ме-
жду изменениями уровней экспрессии и метили-
рования для генов днРНК GAS5 и SNHG6 в опухолях 
яичников с расчётом коэффициентов корреляции 
Спирмена. Показаны статистически значимые 
отрицательные корреляции между изменениями 
уровней экспрессии и метилирования для гена 
днРНК GAS5  (rs  = −0,47; p  < 0,001) и для гена днРНК 
SNHG6  (rs  = −0,66; p  < 0,001; рис. 6, в и г).

Полученный результат о статистически зна-
чимых обратных зависимостях между уровнями 
экспрессии и метилирования, показанными для 
обоих генов GAS5 и SNHG6, служит дополнитель-
ным подтверждением согласованных измене-
ний уровней метилирования и экспрессии генов 
днРНК GAS5  и  SNHG6.

Итак, для 4 из 5 исследованных днРНК (GAS5, 
SNHG1, SNHG6, SNHG12) получены эксперимен-
тальные данные о статистически значимом коме-
тилировании для 6  возможных попарных сочета-
ний между ними: SNHG1  –  GAS5, SNHG1  –  SNHG6, 
SNHG1  –  SNHG12, GAS5  –  SNHG6, GAS5  –  SNHG12, 
SNHG6  –  SNHG12  (рис.  3; табл.  4), и об их коэкс-
прессии, которая показана в результате анализа 
GEPIA 2.0. для тех же 6 попарных сочетаний (рис.  5). 
На  примере пары GAS5  –  SNHG6 коэкспрессия 
показана также экспериментально  (рис.  6,  б). 
На согласованность в регуляции этих двух днРНК 
указывают также обратные зависимости между 
уровнями метилирования и экспрессии, получен-
ные для генов GAS5 и  SNHG6  (рис.  6,  в  и  г).

Обращает на себя внимание совершенно иное 
поведение SNHG17 в онкогенезе РЯ по сравнению 
с другими членами этого семейства, несмотря 
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Рис.  6. Выявление согласованной регуляции среди группы генов днРНК семейства  SNHG. а  –  Изменение  
уровней экспрессии 4  днРНК GAS5, SNHG6, SNHG12, SNHG17 в образцах опухолей относительно нормальной 
ткани; GAS5 исследовали на выборке из 68  парных образцов  РЯ; SNHG6  – в 57  парных образцах  РЯ; SNHG12, 
SNHG17 – в 29 парных образцах РЯ. б – Положительная корреляция уровней экспрессии днРНК GAS5 и SNHG6 
на выборке из 33  общих образцов  РЯ. в  –  Отрицательная корреляция между уровнями экспрессии и мети-
лировании днРНК GAS5 на выборке из 53  общих образцов  РЯ; г  –  отрицательная корреляция между уров-
нями экспрессии и метилировании днРНК SNHG6 на выборке из 30  общих образцов  РЯ. Рассчитан коэффи-
циент корреляции Спирмена  (rs)

на то что он тоже является геном-хозяином для 
мякРНК SNORA71B  [22]. Такая ситуация ставит 
вопрос о том, не могут ли различия быть свя-
занными с функцией соответствующих днРНК в 
патогенезе  РЯ.

Скрининг потенциально регулируемых 
миРНК для 4  днРНК семейства SNHG при  РЯ. 
Основной механизм посттранскрипционной ре-

гуляции генов в опухолях при участии днРНК и 
миРНК осуществляется по схеме днРНК/миРНК/
мРНК  [7]. Проведён отбор миРНК, статистически 
значимо отрицательно коррелирующих с 4 днРНК 
семейства SNHG (SNHG1, GAS5, SNHG6 и SNHG12). 
С  использованием набора данных ICGC (https://
github.com/icgc-dcc) для  РЯ определена группа 
потенциально регулируемых миРНК: miR-124, 

Таблица 5. Значения коэффициента Спирмена и p-value для корреляции между 4 днРНК и 2 миРНК, согласно 
результатам анализа базы данных ICGC

миРНК днРНК rs p  =  миРНК днРНК rs p  = 

miR-124

SNHG1 −0,71 0,0001

miR-137

SNHG1 −0,71 0,0027

GAS5 −0,56 0,0051 GAS5 −0,74 0,0015

SNHG6 −0,53 0,0073 SNHG6 −0,80 0,0003

SNHG12 −0,68 0,0003 SNHG12 −0,80 0,0003

Примечание. В  использованном наборе данных отсутствовали данные о 3p- и 5p-плечах.

https://github.com/icgc-dcc
https://github.com/icgc-dcc
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Рис. 7. Выявление корегулируемых миРНК. а  –  Уровень экспрессии miR-124-3p, miR-124-5p, miR-137-3p в об-
разцах опухолей яичников относительно парной нормы; miR-124-3p исследован в 38  парных образцах  РЯ, 
miR-124-5p – в 44 образцах РЯ, miR-137-3p – в 41 образце РЯ. б  – Отрицательная корреляция уровней экспрес-
сии днРНК GAS5 и miR-124-5p на выборке из 28  общих парных образцов  РЯ

miR-137, miR-1286, miR-1290, miR-4771, miR-4791 
и  др.  (rs  <  −0,5; p  <  0,01). Для miR-124 и miR-137 от-
рицательная корреляция биоинформатически вы-
является со всеми 4 днРНК: SNHG1, GAS5, SNHG6 и 
SNHG12  (табл.  5), но не  с  SNHG17.

Нами исследован относительный уровень 
экспрессии трёх миРНК (miR-124-3p, miR-124-5p, 
miR-137-3p) и возможные корреляции между из-
менениями уровней трёх миРНК и днРНК GAS5 
и SNHG6; получены данные о статистически зна-
чимой отрицательной корреляции между GAS5 и 
miR-124-5p: rs  =  −0,48; р  =  0,009  (рис.  7,  а  и  б).

Можно отметить, что этот результат согла-
суется с данными другой предсказательной базы 
для рака яичников  (GSE119055), согласно кото-
рой среди этих 2  миРНК и 4  днРНК максималь-
ная отрицательная корреляция предсказана для 
пары miR-124-5p  –  GAS5 (rs  =  −0,71; p  <  0,0014) и 
несколько ниже  – для пары miR-124-5p  –  SNHG6 
(rs  =  −0,64; p  =  0,005).

Чтобы выявить полный набор общих миРНК, 
способных к прямому связыванию с каждой из 
днРНК GAS5 и SNHG6, проведён скрининг миРНК 
на основе анализа корреляций и комплемен-
тарностей. Для этого выполнен анализ набора 
данных для рака яичников  (GSE119055) при 
rs  ≤  −0,6  (p  <  0,01) и проведено локальное вырав-
нивание последовательностей с использованием 
алгоритма Смита–Уотермана  [20]. В  результате 
определены 9  общих миРНК  (табл.  6), которые, 
наряду с миРНК специфичными для GAS5  (66) и 
для SNHG6 (40), могут участвовать в опухолях яич-
ников в прямом связывании с обеими днРНК и в 
снижении их уровня.

Из этого анализа можно заключить, что до 
10%  отобранных миРНК могут участвовать в опу-
холях яичников в регуляции генов совместно с 
обеими днРНК GAS5 и SNHG6 по схеме: днРНК/

миРНК/мРНК. МиРНК hsa-miR-578, по-видимому, 
обладает наибольшей комплементарностью к сай-
там связывания на обеих днРНК GAS5 и SNHG6 и 
представляется наиболее вероятным кандидатом.

Предсказанные общие коэкспрессирующие-
ся мРНК при РЯ и общие процессы для 5 днРНК 
семейства SNHG при  РЯ. Обнаружение согласо-
ванных изменений в метилировании и экспрес-
сии для 4  днРНК (GAS5, SNHG1, SNHG6, SNHG12) 
и выявление общих регуляторных миРНК позво-
лили предположить также общие мишени и об-
щие функции для этих 4  днРНК семейства SNHG 
в патогенезе  РЯ. Чтобы проверить эту гипотезу, 
биоинформатически были определены мРНК, ко-
экспрессирующиеся совместно с исследуемыми 
днРНК в опухолях яичников. Такие мРНК могут 

Таблица  6. Данные локального выравнивания по
следовательностей

миРНК GAS5 SNHG6

hsa-miR-32-3p 6mer 7mer-a1

hsa-miR-181a-2-3p 6mer g-bulged 6mer

hsa-miR-199a-5p 7mer-a1 g-bulged 6mer

hsa-miR-298 6mer 7mer-m8

hsa-miR-425-5p 7mer-a1 6mer

hsa-miR-532-5p 6mer g-bulged 7mer

hsa-miR-548c-3p 6mer g-bulged 6mer

hsa-miR-578 7mer-m8 7mer-a1

hsa-miR-642a-5p g-bulged 7mer 6mer

Примечание. Жирным шрифтом выделены наилуч-
шие показатели комплементарности.
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Таблица 7. Процессы, предсказанные для 5  днРНК семейства SNHG при  РЯ

днРНК Предсказанные процессы, согласно gprofiler2 (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler) с учётом баз данных: 
GO, REAC, KEGG, HP, HPA, CORUM, TF, WP (p  <  0,05)

SNHG1

151;  
GO: RNA processing, ncRNA processing, mRNA processing, tRNA processing, RNA methylation, 
RNA  binding, nucleic acid binding;  
HPA: fallopian tube, endometrium, breast, cervix;  
MIRNA: hsa-mir-6807;  
REAC: mRNA-3′-end Processing, mRNA Splicing, mRNA Splicing  – Major Pathway;  
TF: E2F, YY1, MYC;  
WP: mRNA processing

GAS5

716;  
CORUM: TNF-alpha/NF-kappa B signaling complex  6;  
GO: translation, cytoplasmic translation, ribosome biogenesis, RNA processing, ncRNA processing, 
ribonucleoprotein complex biogenesis, nucleolus, nucleus, cytoplasm, gene expression, signal 
transduction by p53 class mediator, positive regulation of intrinsic apoptotic signaling pathway 
by  p53 class mediator, negative regulation of post-translational protein modification, focal adhesion, 
extracellular exosome, cell junction, RNA binding, nucleic acid binding, rRNA binding, mRNA 
binding, protein binding, cadherin binding;  
HP: neoplasm;  
HPA: fallopian tube, endometrium, breast, cervix, ovary;  
MIRNA: hsa-mir-615-3p, hsa-mir-16-5p;  
REAC: translation, regulation of expression of SLITs and ROBOs, rRNA processing;  
TF: ELF, YY1, EHF 

SNHG6

742;  
CORUM: TNF-alpha/NF-kappa B signaling comlex  6;  
GO: translation, cytoplasmic translation, ribosome biogenesis, RNA processing, ncRNA processing, 
ribonucleoprotein complex biogenesis, nucleolus, nucleoplasm, gene expression, mRNA 5’-UTR 
binding, signal transduction by p53 class mediator, positive regulation of intrinsic apoptotic 
signaling pathway by p53 class mediator, focal adhesion, extracellular exosome, RNA binding, 
nucleic acid binding, rRNA binding, mRNA binding, protein binding;  
HP: neoplasm;  
HPA: fallopian tube, endometrium, breast, cervix, ovary;  
MIRNA: hsa-mir-100-5p, hsa-mir-615-3p;  
REAC: translation, regulation of expression of SLITs and ROBOs, rRNA processing, Cellular responses 
to stress;  
TF: ELF, YY1, EHF, ELK;  
WP: Direct reversal repair

SNHG12 13;  
REAC: mRNA Splicing, mRNA Splicing – Major Pathway

SNHG17 3;  
GO: nucleus, nucleoplasm

Примечание. Обозначены базы данных, использованные для поиска; перечислены наиболее значимые про-
цессы, связанные с онкогенезом  РЯ, рака эндометрия, шейки матки и молочной железы.

представлять мишени днРНК, и их взаимодей-
ствие может осуществляться при посредничестве 
миРНК, белков или напрямую. При наиболее обыч-
ном взаимодействии по типу конкурирующих эн-
догенных РНК (днРНК/миРНК/мРНК) корреляция 
между экспрессией днРНК и мРНК положитель-
на. На основе данных NCBI GEO (GSE211669) были 
рассчитаны группы мРНК, уровни которых поло-
жительно коррелируют с днРНК семейства SNHG 
при РЯ. Так, для SNHG1 предсказано 83 коэкспрес-
сирующихся мРНК, для GAS5  – 196, SNHG6  – 114, 
SNHG12  – 94, SNHG17  – 53 мРНК (rs  >  0,5; p  <  10−8). 
Далее, были определены наборы коэкспрессирую-
щихся мРНК, общих для попарных сочетаний 4 ис-
следуемых днРНК: GAS5  –  SNHG1 (7  общих мРНК), 

GAS5  –  SNHG6  (92  общих мРНК), GAS5  –  SNHG12 
(8  общих мРНК), SNHG1  –  SNHG12 (18  общих 
мРНК), SNHG6  –  SNHG12 (1  общая мРНК). Среди 
мРНК, коэкспрессирующихся с днРНК SNHG17, 
не  обнаружено общих с другими 4  днРНК.

Далее, был применён анализ обогащения по 
функциональной принадлежности с привлечени-
ем пакета gprofiler2 (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler), 
и в результате на основе данных о наборах 
коэкспрессирующихся мРНК были определены 
процессы, характерные для 5  днРНК семейства 
SNHG: GAS5, SNHG1, SNHG6, SNHG12 и  SNHG17  
(табл.  7).

Далее, мы отобрали процессы, общие для по-
парных сочетаний 4  днРНК (GAS5, SNHG1, SNHG6, 

https://biit.cs.ut.ee/gprofiler
https://biit.cs.ut.ee/gprofiler
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Рис. 8. Диаграммы Венна мРНК, коэкспрессирующихся с GAS5, SNHG1, SNHG6 и SNHG12, и диаграммы рас-
сеяния, отражающие процессы, общие для 4  попарных сочетаний днРНК при  РЯ; процессы предсказаны по 
gprofiler2 и данным GO, REAC, KEGG, HP, HPA, CORUM, TF, WP  (p  <  0,05)
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Таблица 8. Гены, коэкспрессирующиеся с днРНК GAS5, SNHG1, SNHG6, SNHG12 (rs  >  0,5) и ассоциированные 
c ЭМП-процессом

днРНК ЭМП-ассоциированные гены

SNHG1 GLS2, GNL3, HNRNPUL2, ILF3, LETMD1, METTL3, MTA1, OGT, PABPN1, 
SRSF11, TFAP4

SNHG12 CIRBP, CNKSR1, EIF3I, HDAC1, HRAS, RASSF1, TAZ, YPEL3

SNHG6
Общие с GAS5 ALKBH2, FAU, NACA, RPL12, RPL14, RPL22L1, RPL27A, RPL38, RPL6, RPL7, 

RPL7A, RPL9, RPLP2, RPS13, RPS4X, RPS6, RPS8, UBA52, USMG5

Специфичные SNHG6 MGMT, RPLP22L1

GAS5
Общие с SNHG6 ALKBH2, FAU, NACA, RPL12, RPL14, RPL22L1, RPL27A, RPL38, RPL6, RPL7, 

RPL7A, RPL9, RPLP2, RPS13, RPS4X, RPS6, RPS8, UBA52, USMG5

Специфичные GAS5 BTF3, CCT3, EEF1D, EIF3E, EIF3F, IMPDH2, NOX1, PDCD5, PDZD9, RPL13, 
RPL15, RPL21, RPL4, RPS20, RPS25, RPS27A, RPSA, TPT1

SNHG12), и сопоставили их с числом общих ко-
экспрессирующихся мРНК  (рис.  8). Наибольшее 
количество общих процессов выявлено для днРНК 
GAS5 и SNHG6, среди которых типичные вовле-
чённые в онкогенез процессы: адгезия клеток, 
связывание нуклеиновых кислот (мРНК, нкРНК, 
микроРНК, ДНК), экспрессия генов (рис.  8,  а). 
Кроме того, выявляется роль GAS5 и SNHG6 в про-
цессинге РНК, трансляции и биогенезе рибосом, 
что может быть связано с возможным участием 
днРНК этого семейства в регуляции экспрес-
сии малых ядрышковых РНК. Для GAS5 и SNHG6 
показана связь с функцией таких органов, как 
фаллопиевы трубы и яичники, что согласуется с 
вовлечённостью этих днРНК в развитие опухолей 
яичников. Среди процессов, общих как для GAS5 
и SNHG1, так и для SNHG1 и SNHG6, выявляются 
процессинг РНК, связывание нуклеиновых кислот 
(нкРНК, мРНК, рРНК, тРНК, ДНК), а также связь 
с рядом транскрипционных факторов, например, 
EHF (ETS Homologous Factor) и YY1 (yin yang  1), 
ассоциированных с онкогенезом  [23–25]  (табл.  6; 
рис.  8,  б  и  в).

Из процессов, значимых в онкогенезе, SNHG12 
вовлечена в сплайсинг, а SNHG1  – в процессинг 
и сплайсинг РНК, связывание и метилирование 
РНК, а также для SNHG1 показана связь с функ-
ционально значимыми процессами, происходя-
щими в фаллопиевых трубах, из клеток которых 
развиваются определённые формы рака яични-
ков  (табл.  7). Для обеих днРНК SNHG1 и SNHG12 
предсказано участие в сплайсинге  (рис.  8,  г).

Следует отметить, что для SNHG17 биоинфор-
матически не выявлены ни мРНК, ни процессы, 
общие с другими 4 исследованными днРНК семей-
ства SNHG, что согласуется с отсутствием комети-
лирования и коэкспрессии между ними и SNHG17 
при  РЯ.

Известно, что ЭМП относится к важней-
шим процессам при инвазии и метастазирова-
нии  РЯ  [3]. Чтобы дополнительно оценить связь  
днРНК с процессами, типичными для онко-
генеза в опухолях яичников, данные по мРНК, 
коэкспрессирующимся с 4  днРНК семейства 
SNHG (SNHG1, GAS5, SNHG6, SNHG12), были сопо-
ставлены с данными по генам, ассоциирован-
ным с ЭМП  (табл.  8). Использованы базы дан-
ных GeneCards (https://www.genecards.org/Search/
Keyword?queryString=epithelial-mesenchymal) и 
dbEMT  2.0 (http://dbemt.bioinfo-minzhao.org/).

Как следует из табл.  8, SNHG1  положительно 
коррелирует с 11 ЭМП-ассоциированными генами, 
SNHG12 – с 8, SNHG6 – с 21, GAS5 – с 37 ЭМП-генами. 
Так, среди белков, ассоциированных с SNHG1, бе-
лок митохондриального матрикса (LETMD1), кото-
рый был открыт как онкопротеин, способный сти-
мулировать морфогенез эпителия или мезенхимы 
во время неопластической трансформации и пере-
ходы ЭМП–МЭП (мезенхимально-эпителиальный 
переход) при раке шейки матки (HCCR-1); повы-
шение уровня miR-494 усиливало инвазию, регу-
лируя уровень LETMD1 при этом виде рака  [26]. 
Ген GLS2, кодирующий глутаминазу, относится к 
потенциальным мишеням SNHG1; повышенная 
экспрессия GLS2 снижает стволовость и мезенхи-
мальные свойства клеток рака молочной железы, 
препятствуя ЭМП, а также повышает чувствитель-
ность к химиотерапии и ассоциирована с лучшей 
выживаемостью больных  [27].

Связь с процессом ЭМП, играющим важней-
шую роль в развитии, прогрессии и метастази-
ровании рака, и в частности, опухолей яични-
ков [3, 4], указывает на значимость днРНК SNHG1, 
GAS5, SNHG6 и SNHG12 в патогенезе  РЯ. Важно, 
что 19 ЭМП-ассоциированных генов оказались об-
щими между наборами генов, ассоциированных 

https://www.genecards.org/Search/Keyword?queryString=epithelial-mesenchymal
https://www.genecards.org/Search/Keyword?queryString=epithelial-mesenchymal
http://dbemt.bioinfo-minzhao.org/
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с GAS5 и SNHG6, что подтверждает сходство функ-
ций этих днРНК в онкогенезе яичников  (табл.  8). 
Так, например, среди этих 19  общих для GAS5 и 
SNHG6 ЭМП-генов выявлен ген альфа-кетоглута-
рат-зависимой диоксигеназы  (ALKBH2), который 
участвует в репарации ДНК и экспрессируется 
при различных типах злокачественных новообра-
зований; ген  ALKBH2 в регуляторных сетях свя-
зан с онкобелком  MUC1, нокдаун  ALKBH2 подав-
ляет ЭМП и влияет на NF-κB-путь [28]. Ген USMG5, 
также известный как субъединица ATP-синтазы 
мембраны  (ATP5MK), предложен как маркер мно-
жественной миеломы  [29], а ген  RPL22L1, коди-
рующий рибосомный белок с РНК-связывающей 
активностью, по данным работы Wu  et  al.  [30], 
усиливает метастазирование РЯ через индук-
цию  ЭМП; RPL22L1 цитирован в 30  статьях по 
раку  (PubMed/2024/05/09).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В связи с открытием днРНК семейства SNHG 
вырос интерес к исследованию многофункцио-
нальных генов малых ядрышковых РНК (мякРНК), 
кодирующих РНК трёх типов: из интронов фор-
мируются малые ядрышковые РНК, представляю-
щие нкРНК длиной 60–300 нуклеотидов, в основ-
ном функционирующие в ядрышке; из экзонов 
при повторном сплайсинге могут образовываться 
мРНК; а полноразмерный первичный транскрипт, 
включающий и экзоны, и интроны, сохраняется 
в ядре и цитоплазме и может функционировать 
как днРНК семейства SNHG  [31,  32]. Надо отме-
тить, что из 232  генов мякРНК только 32  гена 
кодируют именно днРНК семейства  SNHG (https://
www.genenames.org/tools/search/#!/?query=snhg; 
на  17.08.2024), а образующиеся мРНК, если они 
даже есть, как в случае GAS5, не являются долго-
живущими и функциональными. Представляется 
актуальным поиск подходов к исследованию ге-
нов днРНК, вовлечённых и в онкогенез, и в био-
генез рибосомы.

Кометилирование, как и коэкспрессия ге-
нов, в опухолях может указывать на их скоор-
динированную регуляцию и совместное участие 
в общих сигнальных путях/процессах  [33,  34]. 
Однако если анализу коэкспрессии генов в опу-
холях посвящены более 9000  публикаций, то 
кометилированию  – только 54  работы (PubMed 
2024/05/13). Причём при  РЯ только в одном из 
недавних наших исследований анализируется 
кометилирование ДНК для группы генов регу-
ляторных миРНК  [35]. В  настоящей работе с 
использованием общей представительной вы-
борки образцов опухолей яичников впервые ис-
следовано кометилирование 5 генов днРНК семей-

ства  SNHG: SNHG1, GAS5/SNHG2, SNHG6, SNHG12,  
SNHG17.

В настоящей работе обнаружена статистиче-
ски значимая положительная корреляция уров-
ней метилирования  4 из 5  исследованных генов: 
SNHG1, GAS5, SNHG6, SNHG12  (rs  >  0,35; p  ≤  0,001), 
в отличие от гена  SNHG17. Наблюдаемое комети-
лирование 4 из 5 генов оказалось в согласии с их 
коэкспрессией, по данным GEPIA  2.0. Причём для 
пары GAS5  –  SNHG6 коэкспрессия подтверждена 
нами экспериментально. И  кометилирование, и 
коэкспрессия выявлены для 6 попарных сочетаний: 
SNHG1  –  GAS5, SNHG1  –  SNHG6, SNHG1  –  SNHG12, 
GAS5  –  SNHG6, GAS5  –  SNHG12, SNHG6  –  SNHG12.

Далее, были получены данные, указывающие 
на возможное участие миРНК в механизмах дей-
ствия этой группы генов днРНК. Так, с помощью 
скрининга баз данных ICGC (https://github.com/ 
icgc-dcc) и (GSE119055) были определены общие 
миРНК, потенциально взаимодействующие с 
4 днРНК SNHG1, GAS5, SNHG6, SNHG12. Кроме того, 
предсказаны миРНК, способные участвовать в пря-
мых связываниях с двумя днРНК, GAS5  и  SNHG6.

Полученные результаты о возможных меха-
низмах действия 4  днРНК (SNHG1, GAS5, SNHG6, 
SNHG12) при  РЯ позволили предположить их 
совместное участие в биологических процессах. 
С  помощью скрининга коэкспрессируемых мРНК 
с использованием данных NCBI  GEO (GSE211669) 
были определены общие мРНК для попарных 
сочетаний 4  днРНК. Далее, был выполнен анализ 
обогащения по функциональной принадлежно-
сти с привлечением пакета gprofiler2 (https://biit.
cs.ut.ee/gprofiler), что позволило выявить для всех 
4  днРНК (SNHG1, GAS5, SNHG6 и SNHG12) вовле-
чённость в процессинг и/или сплайсинг  РНК. Для 
SNHG1 предсказано также участие в связывании 
нуклеиновых кислот (мРНК, нкРНК, ДНК) и мети-
лировании РНК. Для GAS5 и SNHG6 предсказано 
наибольшее количество разнообразных процессов, 
среди которых типичные для онкогенеза: адгезия 
клеток, связывание нуклеиновых кислот (ДНК, 
мРНК, нкРНК, миРНК), экспрессия генов, форми-
рование комплексов с белком, апоптоз, сигналинг 
p53, и др. Для GAS5, SNHG6 и SNHG1 показана связь 
с процессами, ассоциированными с функциониро-
ванием таких органов, как фаллопиевы трубы и 
яичники, что согласуется с вовлечённостью этих 
днРНК в развитие опухолей яичников.

Необходимо подчеркнуть, что для GAS5 и 
SNHG6 получены также данные о непосредствен-
ном участии в биогенезе рибосом и трансляции. 
Эти результаты согласуются с данными литера-
туры о роли днРНК семейства SNHG в механиз-
мах патогенеза опухолей, в том числе связанных 
с биогенезом рибосом и посттранскрипционными 
модификациями  РНК.

https://www.genenames.org/tools/search/#!/?query=snhg
https://www.genenames.org/tools/search/#!/?query=snhg
https://github.com/icgc-dcc
https://github.com/icgc-dcc
https://biit.cs.ut.ee/gprofiler
https://biit.cs.ut.ee/gprofiler
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Как отмечено в недавних публикациях  [8–
10,  32], семейство SNHG относится к особому 
виду днРНК. Так, подобно другим днРНК, члены 
этого семейства выполняют функции в ядре (эпи-
генетическая модификация и регуляция тран-
скрипции) и цитоплазме (регуляция трансляции, 
конкурентное связывание свободных миРНК и 
посттранскрипционная модификация). Однако, 
помимо этого, днРНК семейства SNHG могут уча-
ствовать в регуляции уровня мякРНК, которые 
вовлечены в процессы сплайсинга и процессинга 
предшественников рибосомальной РНК  (рРНК), а 
также в посттранскрипционной модификации и 
биосинтезе рибосом  [8–10,  32,  36].

Установлено, что гиперактивация биогенеза 
рибосом и нарушение структуры рибосом могут 
быть вызваны активацией онкогенов или потерей 
активности генов-супрессоров опухоли и играют 
важную роль в инициации и прогрессировании 
рака  [37–39]. Для мякРНК, в регуляции которых 
задействованы днРНК семейства SNHG, показано 
участие в метилировании разных компонентов 
рибосом, включая 2′-O-метилирование рРНК, что 
необходимо для сборки рибосом  [40]. В  опухолях 
обнаружены взаимосвязанные нарушения профи-
лей метилирования компонентов рибосом и про-
филей экспрессии мякРНК, регулируемых днРНК 
семейства SNHG. Таким образом, днРНК семейства 
SNHG могут участвовать в онкогенезе, воздей-
ствуя на процессы биогенеза рибосом, посттран-
скрипционной модификации и трансляции  [36].

Известно, что класс мякРНК, вовлечённых в 
ядрышковый процессинг прерибосомальных РНК, 
делят на два семейства в зависимости от струк-
туры и модификаций, которыми они управляют: 
семейство SNORD (C/D  box), которое управляет 
метилированием 2′-О-рибозы, и семейство SNORA 
(H/ACA box), которое опосредует переход уридинов 
в псевдоуридины  [8,  32,  41].

Методом биоинформатического поиска нами 
выявлено наибольшее число общих процессов 
для пары днРНК GAS5 и SNHG6, предполагающих 
их совместное участие в процессинге РНК, био-
генезе рибосом и трансляции мРНК, которые регу-
лируются мякРНК, что указывает на связь днРНК 
GAS5 и SNHG6 с регуляцией мякРНК.

Как известно, транскрипт GAS5 (Growth Arrest-
Specific  5, Ch1q25.1) размером в 4  т.п.н. содержит 
13  экзонов и может посредством альтернатив-
ного сплайсинга образовывать до 50  транскрип-
тов и до 24  различных зрелых изоформ днРНК  
[42]  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/60674). 
10  C/D-мякРНК, кодируемых в интронах  GAS5, 
предсказаны как регулирующие 2′-O-метилирова-
ние рРНК, тем самым облегчая сворачивание РНК 
и взаимодействие с рибосомами, а SNORDA103 
участвует в конверсии уридинов  [43,  44]. С  помо-

щью CRISPR/Cas9-модификаций в клеточных куль-
турах показано, что созревание предшественника 
днРНК GAS5 является SNORD-зависимым  [42].

Таким образом, GAS5 характеризуется слож-
ной организацией и может обладать разнообраз-
ными функциями. Биоинформатически нам также 
удалось выявить 196 потенциальных мРНК-мише-
ней и более 700  значимых процессов. И  действи-
тельно, по данным литературы, GAS5 регулирует 
экспрессию множества генов, в том числе при 
посредничестве миРНК или через связывание с 
промотором  [42].

m6A(N6-метиладенозин)-метилирование РНК 
(мРНК, миРНК и днРНК) играет решающую роль в 
сплайсинге, стабильности, экспорте и трансляции 
РНК. m6A-Метилирование вовлечено в регуляцию 
сплайсинга GAS5 и SNHG1. SNORD75 связывает 
факторы, участвующие в сплайсинге GAS5, сре-
ди которых METTL3/METTL14 (methyltransferase-
like  3/14)  [45]. SNHG1 содержит 18  сайтов m6A-ме- 
тилирования, и показано, что в клетках колорек-
тального рака происходит модификация по этим 
сайтам под действием METTL3, которая повышает 
стабильность SNHG1  [46].

Ассоциация SNHG1 и SNHG12 со сплайсингом 
РНК и сплайсосомой обнаружена при глиоме и 
при гепатобластоме, причём при гепатобластоме 
показана вовлечённость в альтернативный меха-
низм сплайсинга через связывание с регулятором 
сплайсинга PABPN1 (Polyadenylate-binding nuclear 
protein 1), который приводит к снижению уровня 
мякРНК (SNORD27, SNORA24, SNORA16A, SNORA61 
и SNORD60) при сохранении интронов и уровня 
днРНК  [47,  48].

Ген SNHG6 подвержен альтернативному 
сплайсингу, имеет 8  сплайс-вариантов; содержа-
щаяся в интроне SNHG6 мякРНК  U87  (SNORD87) 
участвует в метилировании рРНК и в биогенезе 
рибосом  [49]. Гены-мишени SNHG6, предсказан-
ные при раке предстательной железы, также свя-
заны с процессингом рРНК, трансляцией и сплай-
сингом мРНК  [50]. В  другой работе, тоже in  silico, 
показано, что родственные и экспрессируемые 
совместно с SNHG6 гены, колокализованные на 
8q-плече, влияют на структурную целостность 
рибосомы и уровень трансляции при гепатоцел-
люлярной карциноме  [51]. Биоинформатический 
анализ белков, регулируемых с участием днРНК 
SNHG6, при колоректальном раке показал связь 
с рибосомами, сплайсосомами и процессингом 
мРНК и влияние на процессы транскрипции и 
трансляции  [52].

Интересно отметить также, что для днРНК 
SNHG1, GAS5 и SNHG12 с применением техно-
логии аффинной очистки транслирующих рибо-
сом (TRAP, translating ribosome affinity purification) 
показана непосредственная связь с рибосомами 
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в пирамидных нейронах префронтальной коры 
мозга мышей  [53,  54].

На вовлечённость в онкогенез 4  исследован-
ных днРНК семейства  SNHG указывает также 
обнаруженная ассоциация с ЭМП-связанными 
генами. Так, среди генов, ассоциированных с 
SNHG12, выявлены классический опухолевый су-
прессор  RASSF1A, ингибирующий ЭМП при раке 
лёгкого и желудка  [55,  56]; классический супрес-
сор ЭМП и индуктор старения клеток через путь 
Hippo, ген  YPEL3 (Yippee-like  3)  [57,  58]; а также 
ген TAZ (tafazzin, phospholipid-lysophospholipid 
transacylase), выполняющий, напротив, роль онко-
гена, драйвера ЭМП и стволовости через ингиби-
рование пути  Hippo  [59,  60].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, для группы генов днРНК се-
мейства SNHG (SNHG1, GAS5, SNHG6, SNHG12) в 
опухолях яичников нами впервые обнаружена 
роль кометилирования и коэкспрессии, биоин-
форматически определены общие регуляторные 
миРНК и общие коэкспрессирующиеся мРНК, а 
также предсказано участие в общих биологиче-
ских процессах, ассоциированных с онкогенезом. 
Среди предсказанных процессов преобладают свя-
зывание нуклеиновых кислот (рРНК, тРНК, мРНК, 
нкРНК, днРНК и ДНК), процессинг и альтернатив-
ный сплайсинг, биогенез рибосом и трансляция, 
в осуществлении которых важная роль отводится 
мякРНК, содержащимся в интронах генов этого 
семейства.

На участие в онкогенезе этой группы днРНК 
указывает также их ассоциация с ЭМП-связан-
ными генами. Определение 19  общих ЭМП-свя-
занных генов для днРНК GAS5 и SNHG6 дополни-
тельно подтверждает их сходство в функциях.

Таким образом, полученные нами данные 
важны для определения путей регуляции и функ-

ций этой группы днРНК семейства SNHG в пато-
генезе опухолей. Наши результаты о связи днРНК 
GAS5, SNHG1, SNHG6 и SNHG12 c биогенезом рибо-
сомы при РЯ согласуются с данными литературы, 
полученными в опухолях других локализаций, 
что отражает новизну нашего исследования и 
приоритетность результатов.
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LncRNA GENES OF THE SNHGs FAMILY:  
COMETYLATION AND COMMON FUNCTIONS IN OVARIAN CANCER
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Long non-coding RNA (lncRNA) genes of the small nucleolar RNA host gene family (SNHGs) may 
participate in oncogenesis both through regulatory functions inherent to lncRNA and through their 
influence on the formation of small nucleolar RNAs and ribosome biogenesis. The aim of this work 
is to evaluate changes in the methylation level and the degree of comethylation of a group of lncRNA 
genes of the SNHGs family (SNHG1, GAS5/SNHG2, SNHG6, SNHG12, SNHG17) in clinical samples of 
ovarian cancer  (OC) for different stages of cancer as a criterion for the similarity of their role in 
oncogenesis. On  a representative set of 122  OC samples, MS-qPCR showed a statistically significant 
(p  <  {0.01-0.0001}) increase in the methylation level of 5 studied lncRNA genes. A statistically signifi-
cant relationship was shown between the increased methylation level of GAS5, SNHG6, SNHG12 and 
OC progression: with the clinical stage, tumor size and metastasis, which indicates the possible func-
tional significance of hypermethylation of these genes. For  4 of the 5  genes: SNHG1, GAS5, SNHG6, 
SNHG12, a statistically significant pairwise positive correlation of methylation levels was revealed 
for the first time (rs  >  0.35; p  ≤  0.001). Our data on co-methylation of these 4 genes are in agreement 
with the GEPIA  2.0 data (for 426  OC samples), revealing their co-expression (rs  >  0.5; p  <  0.001); the 
correlation of GAS5 and SNHG6 expression levels was confirmed by quantitative RT-PCR (rs  =  0.46; 
p  =  0.007). For lncRNA SNHG1, GAS5, SNHG6 and SNHG12, common miRNAs were predicted bioinfor-
matically, potentially capable of interacting with one or more of them via the mechanism of competing 
endogenous RNAs. The mRNAs, the expression of which they are thus capable of influencing, were 
also predicted. The possible involvement of genes corresponding to these mRNAs in a number of pro-
cesses significant for oncogenesis, including RNA processing and splicing and epithelial-mesenchymal 
transition, was studied. Thus, 4  lncRNAs of the SNHGs family were identified, which have similarities 
both in their regulation and in their putative biological functions in the pathogenesis  of  OC.

Keywords: ovarian cancer, long noncoding RNAs, small nucleolar RNA host gene family, snoRNA, miRNA, 
mRNA, RNA processing, RNA splicing, EMT
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Пептид C3f является побочным продуктом регуляции активированной системы комплемента, 
не имеющим собственной твердо установленной функции. Ранее мы показали, что в условиях 
in  vitro C3f проявляет умеренную антимикробную активность против некоторых грамположи-
тельных бактерий. Наличие двух остатков гистидина в аминокислотной последовательности 
пептида позволило предположить усиление его антимикробной активности при пониже-
нии  pH и в присутствии катионов металлов, в частности цинка. Поскольку такие условия 
могут реализовываться в очагах воспаления, исследование зависимости активности C3f от  pH 
и присутствия катионов металлов дает возможность оценить биологическую значимость анти-
микробных свойств пептида. Пептид C3f и его аналоги с заменами гистидинов лизинами или 
серинами, C3f[H/K] и C3f[H/S], получили методом твердофазного синтеза. С  помощью спектро-
скопии КД мы установили, что C3f содержит β-шпильку и неструктурированные регионы; при-
сутствие  Zn2+ не сказывалось на конформации пептида. В  настоящей работе показано, что C3f 
может проявлять антимикробную активность и в отношении грамотрицательных бактерий, 
в частности, Pseudomonas aeruginosa ATCC  27583. Действие пептида на Ps.  aeruginosa и Listeria 
monocytogenes  EGD сопровождается нарушением барьерной функции бактериальных мембран. 
Ионы Zn2+, но не Cu2+, повышали антимикробную активность C3f в отношении L.  monocytogenes, 
причем 4-кратный и 8-кратный молярный избыток Zn2+ был не более эффективен, чем 20%-ный.  
Активность аналогов  C3f также в некоторой степени усиливалась ионами цинка. Таким 
образом, мы предполагаем гистидин-независимое формирование комплексов C3f–Zn2+, при-
водящее к повышению суммарного заряда и антимикробной активности пептида. В  при-
сутствии 0,15  М  NaCl C3f  терял активность независимо от наличия  Zn2+, что свидетельствует  
о незначительной роли C3f как эндогенного антимикробного пептида. Присутствие  C3f отме-
няло бактерицидный эффект  Zn2+ в отношении цинк-чувствительного штамма Escherichia coli 
ESBL 521/17, что косвенно подтверждает взаимодействие пептида с Zn2+. При снижении pH воз-
растала активность C3f против Micrococcus luteus A270, но не против L.  monocytogenes. В данной 
работе на примере C3f мы показываем значимость таких факторов, как pH и катионы металлов,  
в реализации активности антимикробных пептидов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: врожденный иммунитет, комплемент, антимикробные пептиды, C3f, круго-
вой дихроизм, Zn2+, зависимость активности от pH.
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Принятые сокращения: АМП  – антимикробные пептиды; HNP  – α-дефенсины человека.

ВВЕДЕНИЕ

Комплемент, центральное гуморальное звено 
врожденного иммунитета, участвует в опсониза-
ции патогенов, стимуляции клеточного ответа, 
оказывает прямой бактерицидный эффект. Хотя 
последний обычно связывают с действием мем-
браноатакующего комплекса  [1–3], возрастает 
объем сведений о том, что антимикробной актив-
ностью могут обладать и другие продукты актива-
ции комплемента. Ввиду локального характера их 
генерации вблизи таргетных клеток их эффекты 
могут вносить вклад в инактивацию патогенов [4].

Наряду с системой комплемента важными 
эффекторными молекулярными факторами вро-
жденного иммунитета являются антимикробные 
пептиды (АМП)  [5, 6]. АМП привлекают внимание 
как перспективные противоинфекционные аген-
ты в условиях неуклонно растущей антибиотико-
резистентности. Большинство АМП характеризует-
ся положительным зарядом и пространственным 
разобщением катионных и гидрофобных амино-
кислотных остатков. Наиболее распространенный 
механизм действия АМП состоит во взаимодей-
ствии с отрицательно заряженными мембранами 
патогенов, приводящем к повышению их прони-
цаемости и утечке жизненно важных компонен-
тов из клетки  [7,  8]. Представителями основных 
АМП человека являются α-дефенсины (HNP; human 
neutrophil peptides), β-дефенсины, гистатины, ка-
телицидин LL-37, дермцидин, а также пептиды, 
известные в первую очередь по другим функцио-
нальным активностям (например, хемокины и 
гепсидин). В  роли АМП могут также выступать 
производные некоторых из этих и других пепти-
дов и белков [9]. Среди подходов к классификации 
АМП целесообразно подчеркнуть разделение на 
классы α-спиральных, β-структурных, включаю-
щих и α-, и β-структуры, неструктурированных 
АМП, а также выделение АМП, обогащенных той 
или иной аминокислотой  [10].

В литературе отмечен функциональный 
параллелизм комплемента и АМП  [11]. Система 
комплемента сама по себе является продуцентом 
АМП, в качестве которых могут функционировать 
C3a и C4a  [12,  13]. В  настоящей работе мы стре-
мимся уточнить это представление. Ключевой 
этап в развертывании каскада комплемента – кон-
вертация белка C3 с образованием анафилатокси-
на C3a и белка C3b. После ковалентной фиксации 
к поверхностным молекулам клеток за счет со-
держащейся в белке высокореактивной тиоэфир-
ной связи C3b  может участвовать в дальнейшей 
деятельности комплемента. Однако, связавшись 
с хозяйской клеткой, содержащей CD35, CD46 

или привлекающей циркулирующий фактор  H, 
C3b инактивируется фактором  I. Эта протеаза при 
участии названных кофакторов вносит два раз-
рыва в полипептидную цепь белка, образуя  iC3b 
и высвобождая пептид  C3f (SSKITHRIHWESASLLR;  
~2 кДа) [14, 15]. В аминокислотной последователь-
ности C3f обращает на себя внимание наличие 
двух остатков гистидина  (11,8% от  общего числа 
аминокислотных остатков), что потенциально мо-
жет быть важным для реализации его функцио-
нальной активности. Хотя некоторые эффекты, 
оказываемые пептидом C3f, были описаны [16–19], 
его собственная физиологическая роль остается 
неясной. Аминокислотный состав и физико-хи-
мические свойства С3f в целом соответствуют 
характеристикам типичных АМП. Ранее методом 
радиальной диффузии мы впервые показали уме-
ренную антимикробную активность C3f в отноше-
нии некоторых грамположительных бактерий.  
Самым чувствительным объектом оказалась 
Listeria monocytogenes (минимальная ингибирую-
щая концентрация  – 70  мкМ)  [20]. Активность 
пептида исследовалась в среде с низкой ионной 
силой и нейтральным  рН, что не соответствует 
условиям in  vivo, в частности, в очаге воспаления. 
Среди факторов, которые могут влиять на актив-
ность АМП в очагах воспаления, можно отметить 
слабокислые значения  pH  [21,  22]. Также важную 
роль может играть и наличие в среде катионов 
металлов, в частности цинка. Изменение концен-
трации ионов цинка может быть разнонаправлен-
ным. Хотя воспаление инфекционной природы 
сопровождается снижением уровня ионов цинка 
в циркуляции на 30–40%  [23,  24], некоторые дан-
ные свидетельствуют о том, что возможно, напро-
тив, повышение концентрации цинка в сайтах 
локализации патогенных бактерий  [25].

С учетом значимости электростатических 
взаимодействий в реализации антимикробных 
свойств  АМП ионная сила способна существенно 
влиять на их активность  [26]. Кроме того, значе-
ние рН среды модулирует активность АМП за счет 
протонирования/депротонирования α-аминогруп-
пы, α-карбоксильной группы, боковых групп ами-
нокислотных остатков  [27]. Важная роль принад-
лежит остаткам гистидина, значение pKa боковой 
группы которого сопоставимо с pH внутренней 
среды организма [28]. Повышение антимикробной 
активности при снижении  рН было описано для 
таких гистидин-содержащих АМП, как гистатины 
слюны человека  [29, 30], гепсидин человека и его 
укороченная изоформа  [31], фрагменты тромби-
на  [32], пептиды Gad-1 и Gad-2 из атлантической 
трески Gadus morhua  [33], ченсинин-1 из дальне-
восточной лягушки Rana chensinensis  [34]  и  др.
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Взаимодействие с ионами металлов также 
способно модулировать активность АМП  [35]. 
Особенно часто встречаются примеры усиления 
активности АМП в присутствии ионов цинка. 
Взаимоотношения между АМП и  Zn2+ могут реа-
лизовываться посредством образования комплек-
са либо взаимодействия без образования коорди-
национных связей  [36]. В  ряде случаев ключевую 
роль в координации ионов  Zn2+ играют остатки 
гистидина  [37,  38]. Повышение антимикробной 
активности в присутствии ионов цинка было по- 
казано для гистатина-5  [39], фрагментов кинино-
гена [39] и семеногелинов [40] человека, клавани-
на  A из асцидии Styela clava  [41] и других гисти- 
дин-содержащих пептидов. Наличие двух остат-
ков гистидина в структуре C3f позволяет предпо-
ложить влияние pH и Zn2+ на его антимикробную 
активность.

Поскольку пространственная структура пеп-
тида C3f и его физиологическая роль остаются не 
исследованными, целью настоящей работы было 
охарактеризовать структурные свойства и анти-
микробную активность C3f в различных усло-
виях. В  ходе работы антимикробную активность 
пептида исследовали в условиях, которые могут 
соответствовать условиям очага воспаления (зна-
чения pH в слабокислой области, присутствие ка-
тионов двухвалентных металлов), где происходит 
активация комплемента и образуется  C3f. Чтобы 
оценить роль остатков гистидина в антимикроб-
ной активности  C3f, наряду с этим пептидом 
были исследованы также его аналоги с заменами 
гистидинов лизинами или серинами. Поскольку 
при различных значениях  pH боковая группа 
гистидина может быть положительно заряжен-
ной или незаряженной, в качестве замещающих 
аминокислот были использованы лизин (кати-
онная боковая группа) и серин (незаряженная 
гидрофильная боковая группа). Включение в ра-
боту аналогов пептида с замененными остатками 
гистидинов позволяло оценить их функциональ-
ную роль, в частности, в предполагаемом взаимо-
действии C3f с ионами цинка и зависимости его 
антимикробной активности  от  pH.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Пептиды. Пептид C3f и его аналоги с заме-
ненными остатками гистидина, C3f[H/K] и C3f[H/S], 
получали методом твердофазного синтеза по ор-
тогональной Fmoc/tBu (флуоренилметилоксикар-
бонил/трет-бутил) стратегии по стандартному 
протоколу  [42]. Для синтеза использовали смолу 
Ванга с предварительно связанной С-концевой 
аминокислотой («Iris Biotec», Германия) и Fmoc-
производные аминокислот («Iris  Biotec»).

Удаление примесей и аналитический кон-
троль чистоты пептидов проводили с помощью 
обращенно-фазовой высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ОФ  ВЭЖХ) в градиенте 
ацетонитрила, содержащего 0,1%  трифторуксус-
ной кислоты  (ТФУ). Препаративную ОФ  ВЭЖХ 
проводили на колонке Waters Symmetry С-18, 
300  ×  19 мм, 7  мкм («Waters Corp», США), аналити-
ческую – на колонке Luna С-18, 250  ×  4,6  мм, 5  мкм 
(«Phenomenex Inc.», США). Соответствие расчетной 
и фактической молекулярной массы пептидов 
подтверждали с помощью масс-спектрометрии с 
времяпролетным детектором на основе матрич-
но-активированной лазерной десорбции/иониза-
ции (MALDI  TOF; matrix-assisted laser desorption 
ionization time-of-flight mass spectrometry) на при-
боре Ultraflex («Bruker»,  Германия).

Тотальную фракцию HNP получали из лейко-
цитов человека, как описано ранее  [20].

Спектроскопия кругового дихроизма (КД). 
Для определения вторичной структуры пептида 
С3f при отсутствии и в присутствии  ZnCl2 изме-
ряли спектры КД на приборе Chirascan («Applied 
Photophysics», Великобритания). Концентрация 
C3f в пробах была 0,19  мг/мл (94  мкМ); концен-
трация ZnCl2  – 113  мкМ (соответствует 20%-ному 
молярному избытку ионов цинка по отношению 
к пептиду); в качестве растворителя использо-
вали деионизованную воду. В  ходе оптимизации 
условий измерения выбрали следующие пара-
метры: кювета с длиной оптического пути 0,5  мм; 
диапазон измерений – 180–260  нм с шагом 1,0  нм; 
усреднение по  5  спектрам для каждого образца; 
время накопления  – 1,0  с на точку; ширина спек-
тральной щели – 1,0  нм. После регистрации спек-
тры усредняли, фон вычитали, спектры конвер-
тировали в единицы молярного коэффициента 
экстинкции  Δε (М−1·см−1). Для деконволюции спек-
тров применяли алгоритм BeStSel, имплементиро-
ванный на одноименном сервере (https://bestsel. 
elte.hu/index.php)  [43].

Определение антимикробной активности. 
Антимикробную активность пептидов и катио-
нов металлов исследовали в отношении сле-
дующих микроорганизмов: грамположительные 
бактерии Listeria monocytogenes  EGD, Micrococcus 
luteus A270, Staphylococcus aureus ATCC 25923; грам-
отрицательные бактерии Pseudomonas aeruginosa 
ATCC  27583, Escherichia coli ESBL  521/17 (клини-
ческий изолят из мочи). В  работе использовали 
штаммы St.  aureus и Ps.  aeruginosa из коллекции 
отдела молекулярной микробиологии Института 
экспериментальной медицины, Санкт-Петербург; 
культуры остальных микроорганизмов были 
любезно предоставлены проф.  Р.  Лерером, Кали-
форнийский университет, Лос-Анджелес, США 
(L.  monocytogenes), д.б.н.  С.И.  Чернышом, Санкт-

https://bestsel.elte.hu/index.php
https://bestsel.elte.hu/index.php
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Петербургский государственный университет 
(M.  luteus), д.б.н.  А.Г.  Афиногеновой, НИИ эпиде-
миологии и микробиологии им.  Пастера, Санкт-
Петербург  (E.  coli).

Для определения антимикробной активно-
сти использовали метод подсчета колоний  [44]. 
Инокулят объемом 20  мкл содержал суспензию 
бактерий в логарифмической (L.  monocytogenes, 
M.  luteus, St.  aureus, Ps.  aeruginosa) или стационар-
ной (E.  coli) фазе роста (конечная концентрация  – 
~1  ×  104 колониеобразующих единиц на 1  мл) и 
исследуемые вещества в рабочем буфере. При из-
учении зависимости антимикробной активности 
от  pH в качестве рабочего буфера использовали 
10  мМ натрий-фосфатный буфер с различными 
значениями pH в диапазоне 4,5–8,0; в остальных 
экспериментах  – 10  мМ  Tris-HCl (рН  7,4). Если не 
указано иное, концентрация ионов металлов в 
пробах превосходила концентрацию пептидов 
в  1,2  раза. Инкубацию проводили в круглодон-
ном 96-луночном планшете («Sarstedt», Германия) 
при +37  °C в течение часа с перемешиванием на 
шейкере. По  окончании инкубации по 10  мкл со
держимого лунок смешивали с 2  мл расплавлен-
ной среды Trypticase soy agar («Himedia», Индия), 
термостатированной при +45  °C, в чашках Петри 
диаметром 40  мм. Чашки инкубировали в тече-
ние ночи (+37  °C), затем подсчитывали число 
выросших колоний. Выживаемость бактерий вы-
ражали в  % от числа колоний, соответствующих 
контрольным пробам без добавления пептидов и 
ионов металлов.

Нарушение структурной целостности бак-
териальной оболочки в присутствии пептидов 
оценивали с помощью окрашивания клеток 
йодидом пропидия, образующего флуоресцирую-
щий комплекс с нуклеиновыми кислотами, но 
не способного проникать через интактные мем-
браны  [45,  46]. В  лунки плоскодонного планшета 
(«Jet Bio-Filtration», Китай) вносили суспензию 
бактериальных клеток (L.  monocytogenes или 
Ps.  aeruginosa в логарифмической фазе роста; 
конечная концентрация  – ~2,5  ×  107 колониеобра-
зующих единиц на 1  мл) и раствор пептида в 
10  мМ  Tris-HCl (рН  7,4); общий объем  – 100  мкл. 
Планшет инкубировали при +37  °C в течение часа 
с перемешиванием на шейкере, затем добавля-
ли 2  мкл 750  мкМ  раствора йодида пропидия и 
инкубировали при комнатной температуре еще 
15  мин. Флуоресценцию измеряли на приборе 
SpectraMax Gemini  EM («Molecular Devices», США), 
длина волны возбуждения  – 535  нм, эмиссии  –  
615  нм. Из  полученных значений интенсивно-
сти флуоресценции вычитали значение фоновой 
флуоресценции йодида пропидия в буфере и вы-
ражали их в процентах по отношению к пробе 
с положительным контролем. Для получения 

этой пробы к бактериальным клеткам добавляли 
изопропанол до конечной концентрации  50% и 
инкубировали в течение часа. Перед внесением 
в планшет и добавлением йодида пропидия кон-
трольную пробу центрифугировали и ресуспенди-
ровали осадок в 10  мМ  Tris-HCl  (рН  7,4).

Обработка данных и программное обеспе-
чение. При определении антимикробной актив-
ности в каждой серии экспериментов проводили 
не менее трех независимых опытов. Данные об-
рабатывали c помощью языка R  v4.3.0 в интег
рированной среде разработки RStudio  v2023.03.0. 
Для визуализации данных использовали пакеты 
ggplot2  v3.4.2 и ggpubr  v0.6.0. На  рисунках резуль-
таты представлены в виде экспериментальных 
точек и среднего арифметического.

Теоретическую моноизотопную молярную  
массу пептидов рассчитывали при помощи 
сервера Peptide Mass Calculator (https://www.
peptidesynthetics.co.uk/tools/). Для расчета заряда 
пептидов при различных значениях pH использо-
вали пакет Peptides v2.4.5  [47]. Трехмерную струк-
туру белка  C3  [48] визуализировали с помощью 
программы Visual Molecular Dynamics v1.9.3 (https:// 
www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/)  [49]. Предсказание 
наличия и положения β-поворота в молекуле 
пептида осуществляли при помощи сервера 
NetTurnP (https://services.healthtech.dtu.dk/services/
NetTurnP-1.0/)  [50].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Синтез пептидов. Перечень синтезированных 
пептидов, их первичные структуры и характери-
стики приведены в  табл.  1. Результаты аналити-
ческой ОФ ВЭЖХ и масс-спектрометрического ана-
лиза приведены на  рис.  П1 и  П2  в  Приложении.

Структурная характеристика C3f. Результа-
ты спектроскопии  КД показали, что спектры об-
разцов С3f при отсутствии и в присутствии ZnCl2 
имеют одинаковую форму  (рис.  1).

Оценка компонентов вторичной структу-
ры С3f по спектральным данным алгоритмом 
BeStSel показала, что пептид содержит антипа-
раллельный β-складчатый слой, но значитель-
ная часть молекулы представлена неупорядо-
ченной структурой. При сравнении спектров 
пептида при отсутствии и в присутствии ионов  
цинка изменения содержания структурных эле-
ментов не наблюдается  (табл.  2). С  учетом длины 
пептида  (17  а.о.) можно утверждать, что молеку-
ла C3f содержит антипараллельную β-шпильку, 
включающую по  3  а.о. в каждом из тяжей, соеди-
ненных β-поворотом из  4  а.о.; остальные 7  а.о. 
участвуют в формировании неупорядоченных 
структур.
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Таблица 1. Синтезированные пептиды и их характеристики

Пептид Первичная структура Молярная масса, 
г/моль

Молярная масса,  
MALDI, г/моль Чистота, %

C3f SSKITHRIHWESASLLR 2020,09 2021,06 97,34

C3f[H/K] SSKITKRIKWESASLLR 2002,16 2003,22 97,18

C3f[H/S] SSKITSRISWESASLLR 1920,03 1920,99 98,95

Примечание. Молярная масса  – теоретическая моноизотопная молярная масса пептида; молярная масса, 
MALDI – моноизотопная молярная масса однозарядного иона (М + Н)+, экспериментально определенная масс-
спектрометрией. Чистоту препаратов пептидов определяли с помощью ОФ  ВЭЖХ.

Таблица  2. Количественная оценка содержания эле
ментов вторичной структуры C3f (в %) при отсутствии 
и в присутствии ZnCl2 с помощью алгоритма BeStSel

Тип вторичной 
структуры

С3f  
без ZnCl2

С3f  
в присутствии 

ZnCl2

α-Спираль 0 0

Антипараллель-
ный β-лист 33,8 35,5

Параллельный 
β-лист 0 0

β-Изгиб 22,1 22,1

Неупорядоченные 
структуры 44,1 42,5

Рис.  1. Спектры КД пептида С3f при отсутствии и в 
присутствии  ZnCl2

Рис.  2. Предполагаемая вторичная структура  C3f

По результатам предсказания β-изгиба серве-
ром NetTurnP можно предположить, что антипа-
раллельная β-шпилька локализуется в C-концевом 
участке пептида, а β-поворот с наибольшей веро-
ятностью приходится на область WESAS  (табл. П1 
в  Приложении). N-Концевой участок пептида 
образует неупорядоченные структуры. Предполо-
жительное расположение элементов вторичной 
структуры в полипептидной цепи C3f представ-
лено на  рис.  2.

Антимикробная активность пептидов в раз-
личных условиях. В предшествующей работе наи-
более чувствительными к антимикробному дей-
ствию C3f бактериями оказались L.  monocytogenes 
и M.  luteus  [20]. В  настоящем исследовании мы 
расширили спектр исследованных микробов и 
обнаружили активность C3f против St.  aureus и  
Ps.  aeruginosa, как минимум не уступающую ак- 
тивности против L. monocytogenes (рис.  3,  а; рис. 4, б). 
Тем не менее из четырех перечисленных видов 
бактерий только L. monocytogenes оказалась устой-
чивой к действию ионов  Zn2+, а также ионов  Cu2+  
(рис. 3, б; рис. 4, а). Поэтому именно L. monocytogenes 
была выбрана в качестве основного объекта для 
исследования антимикробной активности пеп

тида в различных условиях, включая присутствие 
ионов металлов.

При отсутствии ионов цинка пептид C3f про-
являл антимикробную активность в отношении 
L.  monocytogenes, зависящую от концентрации, 
причем в присутствии 16  мкМ  пептида выжи-
ваемость бактерии составляла около половины 
от контрольного уровня, а в присутствии 32  мкМ 
она была близка к нулю. Активность C3f в присут-
ствии 20%-ного молярного избытка  Zn2+ заметно 
усиливалась: 2-кратное снижение выживаемости 
достигалось уже в присутствии 4  мкМ  пептида, 
а при 16  мкМ наблюдалась почти полная утрата 
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Рис.  3. Антимикробная активность пептида C3f и ионов цинка в отношении M.  luteus, St.  aureus и Ps.  aerug
inosa. а  –  Выживаемость бактерий в присутствии  C3f; б  –  выживаемость бактерий в присутствии  Zn2+

жизнеспособности бактерии. Добавление в бу-
фер 0,15  М  NaCl полностью ингибировало ан-
тимикробную активность  C3f независимо от 
присутствия  Zn2+  (рис.  4,  б). Увеличение концен-
трации Zn2+ до 4-кратного и 8-кратного молярного 
избытка по отношению к пептиду не приводило 
к усилению антимикробной активности  C3f в 
большей степени, чем в присутствии 20%-ного 
избытка ионов цинка (рис. 4, в). В отличие от Zn2+, 
ионы Cu2+ влияния на антимикробное действие 
C3f не  оказывали  (рис.  4,  г).

Пептид C3f[H/S] обладал сопоставимой с ис-
ходным пептидом активностью в отношении 
L.  monocytogenes. Несмотря на отсутствие остатков 
гистидина в структуре пептида, ионы Zn2+ замет-
но усиливали его активность  (рис.  4,  д). Пептид 
C3f[H/K] проявлял более выраженное антимикроб-
ное действие: почти полное ингибирование роста 
бактерий достигалось уже при 8  мкМ  пептида. 
Ионы Zn2+ также в некоторой степени усиливали 
его действие  (рис.  4,  е).

Бактерия E.  coli ESBL  521/17, так же как M.  lu
teus, St. aureus и Ps. aeruginosa, проявляет чувстви-
тельность к ионам цинка, но при этом она устой-
чива к действию самого C3f. ZnCl2 в концентрациях 
20–80  мкМ приводил к выраженному снижению 
выживаемости бактерии, однако присутствие C3f 
противостояло этому эффекту  (рис.  5).

Зависимость антимикробной активности 
пептидов в отношении L.  monocytogenes от  pH 
исследовали в диапазоне значений pH  4,5–8,0. 
По  результатам предварительных экспериментов 

в этих условиях бактерия обладает одинаковой 
выживаемостью (данные не показаны). Харак-
тер зависимости антимикробной активности C3f 
в отношении L.  monocytogenes от значения pH 
буферного раствора оказался противоположным 
ожидаемому. В  концентрации 16  мкМ пептид не 
проявлял усиления антимикробной активности 
при снижении  pH от  8,0 до  6,0. В  более высоких 
концентрациях  (32 и 64  мкМ) пептид приводил к 
почти полному ингибированию роста бактерии 
в диапазоне pH  5,5–8,0, однако при pH  5,0 бак-
терия оказалась резистентной к действию  C3f; 
некоторое снижение устойчивости наблюдали 
при pH 4,5  (рис.  6,  а). Предположив, что такой ре-
зультат принципиально может быть обусловлен 
особенностями либо антимикробного действия 
пептида, либо L.  monocytogenes как модельного 
объекта, провели две серии опытов. В  первой 
серии  (рис.  6,  б) протестировали действие АМП, 
отличающихся от C3f по структуре, а именно HNP. 
Во  второй  – протестировали действие C3f против 
другого объекта  – M.  luteus  (рис.  6,  в). Оказалось, 
что L.  monocytogenes похожим образом облада-
ет устойчивостью к действию HNP при pH  6,0 
с дальнейшим снижением устойчивости при 
pH  5,0. M.  luteus оказался более чувствительным 
к кислотности среды сам по себе, из-за чего не 
проводили эксперименты с ним при pH ниже 6,0. 
Против M.  luteus C3f  действовал ожидаемым об
разом, то есть его активность была заметно выше 
при более низких значениях  pH, чем при более 
высоких. Такую закономерность четко наблюдали 
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Рис. 4. Антимикробная активность C3f и его аналогов в отношении L. monocytogenes при отсутствии и в при-
сутствии ионов металлов. а – Выживаемость бактерий в присутствии Zn2+ и Cu2+; б – действие C3f в зависимо-
сти от присутствия Zn2+ и 0,15  М  NaCl; в  – действие C3f при различном молярном избытке  Zn2+; г  –  действие 
C3f в зависимости от присутствия  Cu2+; д  и  е  –  действие C3f[H/S] и C3f[H/K] при отсутствии и  в  присут-
ствии  Zn2+
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Рис.  5. Антимикробное действие ZnCl2 в отношении 
E.  coli ESBL  521/17 при отсутствии и в присутствии 
20%-ного молярного избытка  C3f

для концентраций 16–64  мкМ, а для 128  мкМ пеп-
тида выявили почти полное ингибирование роста 
при всех трех значениях  pH, хотя и в этой кон-
центрации активность была несколько снижена 
при  pH  8,0.

Пептид C3f[H/K] также был более активен в 
отношении M.  luteus при более низких значениях 
pH (рис.  6, г). Вместе с тем зависимость его актив-
ности от pH оказалась менее выраженной по срав-
нению с исходным пептидом. В  частности, C3f в 
концентрации 32  мкМ приводил к почти полно-
му ингибированию роста бактерий при pH  6,0 и 
к выживаемости ~70%  бактерий при pH  8,0, в то 
время как для 16  мкМ более активного C3f[H/K] 
при тех же значениях  pH наблюдали 10%-ную и 
50%-ную выживаемость бактерий  (рис.  6,  в  и  г).

При действии C3f на L.  monocytogenes и 
Ps.  aeruginosa происходит дезинтеграция бакте-
риальных мембран, поскольку в экспериментах 
с использованием йодида пропидия наблюдалось 
зависящее от концентрации повышение интен-
сивности флуоресценции в пробах, содержащих  

Рис.  6. Антимикробная активность пептидов при различных значениях  pH. а  –  Действие C3f в отношении 
L.  monocytogenes; б  –  действие HNP в отношении L.  monocytogenes; в  и  г  –  действие C3f и C3f[H/K] в отноше-
нии  M.  luteus
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Рис. 7. Действие пептидов на проницаемость мем-
бран бактериальных клеток, выявляемое по флуорес-
ценции комплекса йодида пропидия с нуклеиновы-
ми кислотами

16–128  мкМ пептида (рис. 7). Пептид C3f[H/K] при-
водил к более выраженному усилению флуорес-
ценции в пробах с L.  monocytogenes по сравнению 
с C3f. При отсутствии бактериальных клеток пеп-
тиды, взятые в максимальных концентрациях, не 
приводили к усилению сигнала (данные не пока-
заны).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Пептид C3f не обладает однозначно уста-
новленными физиологическими функциями, и, 
вероятно, по этой причине не привлекает боль-
шого внимания исследователей. Насколько нам 
известно, в настоящей работе пространствен-
ная структура C3f была экспериментально ис-
следована впервые. В  предшествующей работе, 
основываясь на предсказании in  silico, мы пред
положили α-спиральную конформацию C3f  [20], 
однако анализ структуры пептида методом спек-
троскопии  КД не выявил участков α-спирали в 
молекуле. Результаты показывают, что пептид 
содержит участок с неупорядоченной структурой 
и антипараллельную β-шпильку  (табл.  2), лока-
лизованные, по всей видимости, в N- и C-кон-
цевых частях молекулы соответственно  (рис.  2). 
Нельзя исключать, что расхождения между дан-
ными моделирования и спектроскопии  КД объ-
ясняются зависимостью структуры пептида от 
условий (растворитель, липидное окружение, 
концентрация, олигомеризация). Известно, что 
многие АМП, имеющие неупорядоченную струк-
туру в водных растворах, приобретают конформа-

цию α-спирали при контакте с липидными мем- 
бранами  [51].

Склонность аминокислотной последователь-
ности C3f к формированию β-складчатой струк-
туры косвенно подтверждается конформацией 
участка полипептидной цепи белка  C3, соответ-
ствующего пептиду. Этот участок занимает по-
зиции 1282–1298 в пределах преимущественно 
β-структурного домена CUBf α-цепи молекулы  C3. 
Остатки  SSK переходят в тяж  ITHRIH поверхност-
ного антипараллельного β-слоя, за которыми 
следует линкерная последовательность WESASL, 
а остатки  LR, соответствующие C-концу  C3f, вхо-
дят в состав тяжа, принадлежащего другому, 
более глубокому, антипараллельному β-слою. 
Таким образом, в составе  C3 β-складчатая струк-
тура не формируется за счет водородных связей 
между остатками, составляющими сам фрагмент 
C3f  (рис.  П3 в  Приложении).

Наше предположение о способности пептида 
C3f связывать ионы цинка не получило экспери-
ментального подтверждения методом спектроско-
пии КД: присутствие Zn2+ не оказывало заметного 
влияния на конформацию пептида (рис.  1). Тем не 
менее такой результат не опровергает возмож-
ность взаимодействия C3f с  Zn2+. Пептид может 
изначально находиться в благоприятной для свя-
зывания  Zn2+ конформации, либо индуцируемые 
конформационные изменения могут затрагивать 
только N-концевой участок, не содержащий эле-
ментов упорядоченной вторичной структуры, и 
не отражаться в спектре  КД.

В данной работе мы подтвердили бактерицид-
ное действие C3f в отношении L.  monocytogenes и 
M.  luteus с хорошим соответствием данным, полу-
ченным ранее другим методом  [20]. Кроме того, 
мы впервые показали антимикробную активность 
C3f против  St. aureus и Ps.  aeruginosa (рис.  3,  а). Сто-
ит отметить, что ранее была описана активность 
C3f только в отношении грамположительных бак-
терий, но в настоящей работе именно грамотри-
цательная Ps.  aeruginosa проявила наибольшую 
чувствительность.

Мы уточнили характер антимикробного дей-
ствия C3f в отношении L.  monocytogenes, прибли-
зив условия к реализующимся в очаге воспаления. 
Добавление 0,15  М  NaCl полностью ингибировало 
бактерицидный эффект пептида  (рис.  4,  б), что 
указывает на важность электростатических взаи-
модействий с компонентами бактериальной обо-
лочки в реализации действия C3f. Ингибирование 
антимикробной активности физиологическими 
значениями ионной силы характерно для мно-
гих умеренно катионных АМП, например, неко-
торых α-дефенсинов  [52]. Значимость электро-
статических взаимодействий также согласуется 
с уровнем антимикробной активности исходного 



СТРУКТУРНЫЕ И АНТИМИКРОБНЫЕ СВОЙСТВА ПЕПТИДА C3f 2011

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

пептида  C3f в сравнении с его аналогами. Анти-
микробная активность более катионного C3f[H/K] 
была значительно более выраженной, чем исход-
ного C3f и C3f[H/S]  (рис.  4,  б,  д  и  е).

В присутствии 20%-ного молярного избыт-
ка  Zn2+ активность C3f возрастала. В  то же время 
добавление ионов Cu2+, уровень которых повыша-
ется при воспалении, не влияло на активность 
пептида, что показывает специфичность эффекта 
по отношению к природе двухвалентного катио-
на металла  (рис.  4,  б  и  г). Важно отметить, что 
повышенная активность  C3f наблюдалась при 
концентрациях ионов цинка, не превышающих 
его уровень в плазме крови человека, который 
составляет ~20  мкМ  [24]. В  соответствии с пред-
ложенным ранее механизмом для связывающих 
цинк АМП  [39] можно предположить, что возра-
стание антимикробной активности  C3f в присут-
ствии  Zn2+ вызвано образованием комплекса пеп-
тида с ионами, что повышает суммарный заряд 
пептида и аффинность к бактериальной мембра-
не. Поскольку увеличение концентрации ионов 
цинка не приводило к дальнейшему возрастанию 
активности C3f (рис. 4, в), комплекс пептида с Zn2+, 
вероятно, формируется в стехиометрическом соот-
ношении 1/1 подобно тому, как это было показано 
для гистатинов и клаванинов  [37,  38]. Также эти 
данные свидетельствуют об относительно высо-
кой аффинности предполагаемого взаимодействия 
C3f и Zn2+. Для оценки роли остатков гистидина во 
взаимодействии пептида с ионами цинка иссле-
довали также антимикробную активность синте-
тических аналогов  C3f. Ионы цинка усиливали 
антимикробную активность не только исходного 
пептида, но и его аналогов с замещенными остат-
ками гистидина (рис. 4, д и е). Это позволяет пред-
положить основной вклад в связывание  Zn2+ не 
столько гистидинов, сколько других остатков  C3f, 
в первую очередь глутаминовой кислоты, боковая 
группа которой участвует в координации ионов 
цинка у многих белков [53], или α-карбоксильной 
группы C-концевого аргинина. Усиливающее дей-
ствие Zn2+ на активность C3f[H/K] оказалось менее 
выраженным, чем на активность исходного пеп-
тида и C3f[H/S], однако это может быть связано с 
более высокой собственной активностью C3f[H/K].

Несмотря на показанную нами ранее устой-
чивость E.  coli к антимикробному действию C3f [20], 
токсичность ионов цинка для некоторых штам-
мов E.  coli  [54,  55] дала возможность исследова-
ния совместного действия C3f и  Zn2+ в отноше-
нии и этого вида бактерий. Действительно, E. coli  
ESBL  521/17 была чувствительна к  Zn2+, но при-
сутствие C3f повышало выживаемость бакте-
рии  (рис.  5), что может объясняться нейтрализа-
цией антимикробных свойств Zn2+ вследствие его 
связывания пептидом.

Протонирование АМП при снижении pH  сре-
ды способно усилить их действие (теоретические 
значения зарядов C3f, C3f[H/K], C3f[H/S] и HNP1 
при разных значениях  pH приведены в  табл.  П2 
в  Приложении). Исследуя активность C3f в отно-
шении L.  monocytogenes, против ожиданий мы 
выявили выраженное возрастание устойчивости 
бактерии при снижении  pH с  8,0 до  5,0 с некото-
рой потерей устойчивости при pH  4,5  (рис.  6,  а). 
Для HNP, структурно отличающихся от C3f АМП,  
паттерн зависимости их антимикробной активно-
сти от pH в отношении L. monocytogenes выглядел 
сходным образом  (рис.  6,  б). Ранее были опубли-
кованы аналогичные результаты о действии АМП 
Css54 из яда скорпиона Centruroides suffuses, актив-
ность которого против L.  monocytogenes слабо па-
дает при снижении pH с 10 до 6 и затем несколько 
возрастает при  pH  4  [56]. Эти данные указывают 
на уникальность L.  monocytogenes как модельного 
объекта для такого рода исследований. Действи-
тельно, на протяжении жизненного цикла эта 
бактерия существует в широком диапазоне  pH и 
после кислотной адаптации проявляет устойчи-
вость к действию лантибиотика низина  [57–60]. 
На  другом объекте, M.  luteus, мы наблюдали зако-
номерное возрастание антимикробной активно-
сти  C3f при снижении  pH  (рис.  6,  в). Сходную, но 
менее выраженную зависимость от pH продемон-
стрировал и пептид C3f[H/K]  (рис.  6,  г). Разница 
между двумя пептидами может объясняться более 
сильным возрастанием заряда  C3f по сравнению 
с C3f[H/K] при снижении  pH с  8,0 до  6,0  (табл.  П2 
в  Приложении), что обусловлено наличием двух 
остатков гистидина в молекуле  C3f.

Мы изучили механизм антимикробного дей-
ствия C3f и C3f[H/K] против грамположительной 
бактерии L.  monocytogenes, а также C3f против 
грамотрицательной Ps.  aeruginosa. Увеличение 
сигнала флуоресценции в экспериментах с йоди-
дом пропидия  (рис.  7) свидетельствует о нару-
шении структурной целостности бактериальных 
мембран и находится в соответствии с данными 
об ингибирующей роли NaCl  (рис.  4,  б). Посколь-
ку для проникновения красителя в цитоплазму 
грамотрицательной бактерии ему необходимо 
последовательно преодолеть и наружную, и 
внутреннюю мембрану, можно заключить, что 
C3f нарушает барьерные свойства обеих мембран 
Ps.  aeruginosa. В  опытах по оценке структурной 
целостности бактериальных мембран использо-
вали более высокие концентрации пептидов, чем 
в опытах по определению антимикробной актив-
ности методом подсчета колоний, что отражает 
различную концентрацию бактериальных клеток. 
При этом в экспериментах обоих типов более ка-
тионный пептид C3f[H/K] оказался более эффек-
тивным по сравнению с C3f  (рис.  4,  б  и  е; рис.  7).  
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Таким образом, электростатические взаимодей-
ствия пептида с мембраной и последующий ее 
лизис лежат в основе механизма антимикробного 
действия  C3f.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе впервые охарактеризова-
на пространственная структура пептида C3f, про-
изводного белка C3 системы комплемента. Наряду 
с неупорядоченной структурой молекула пептида 
включает антипараллельную β-шпильку, локали-
зованную, по-видимому, в C-концевой области.

Ранее мы показали наличие у C3f антими-
кробных свойств  [20]. В  настоящей работе уста-
новлен мембранолитический механизм анти-
микробного действия  C3f. В  то же время можно 
сделать вывод о слабой физиологической значи-
мости C3f как эндогенного  АМП. Несмотря на то 
что ряд факторов, которые могут действовать в 
условиях воспаления (пониженные значения  pH, 
присутствие ионов цинка), повышают активность 
пептида, физиологические значения ионной силы 
ее ингибируют. Если α-дефенсины, которые так-
же инактивируются солью, вероятно, выполняют 
антимикробную функцию в фагосомной вакуоли 
нейтрофилов  [26], то C3f вряд ли достигает доста-
точно высоких локальных концентраций в орга-
низме, чтобы преодолевать ингибирующее дей-
ствие ионной силы.

Некоторые полученные данные (повышение 
антимикробной активности C3f в отношении 
L.  monocytogenes в присутствии  Zn2+, ингибирова-
ние пептидом активности Zn2+ в отношении E.  coli) 
косвенно свидетельствуют о взаимодействии C3f 
с ионами цинка. С  другой стороны, присутствие 
Zn2+ не приводило к изменению спектра КД пепти-
да, а усиление антимикробной активности имело  

место не только для  C3f, но и для его аналогов, 
лишенных гистидина. На основании полученных 
результатов мы предполагаем гистидин-незави
симое формирование комплексов C3f–Zn2+ в сте-
хиометрическом соотношении  1/1, приводящее 
к повышению суммарного заряда и активно-
сти пептида. Необходимо проведение дальней-
ших исследований, например, методом ЯМР-
спектроскопии, чтобы сделать однозначный 
вывод о возможности связывания ионов цинка  
пептидом  C3f.
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activity against some Gram-positive bacteria in vitro. The occurrence of two histidine residues in the 
amino acid sequence of the peptide suggested an enhancement of its antimicrobial activity at low-
er pH and in the presence of metal cations, particularly zinc cations. Since such conditions can be 
realized in inflammatory foci, the study of the dependence of C3f activity on pH and the presence 
of metal cations provides an opportunity to assess the biological significance of the antimicrobial 
properties of the peptide. The peptide C3f and its analogs with histidine substitutions by lysines or 
serines, C3f[H/K] and C3f[H/S], were prepared by solid-phase synthesis. Using CD spectroscopy, we 
found that C3f contained a β-hairpin and unstructured regions; the presence of Zn2+ did not affect 
the conformation of the peptide. In the present work, it was shown that C3f can also exhibit antimi-
crobial activity against Gram-negative bacteria, in particular, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27583. 
The action of the peptide on Ps.  aeruginosa and Listeria monocytogenes EGD is accompanied by im-
pairment of the barrier function of bacterial membranes. Zn2+ ions, unlike Cu2+ ions, enhanced the 
antimicrobial activity of C3f against L.  monocytogenes, with 4- and 8-fold molar excess of Zn2+ being 
no more effective than a 20% excess. The activity of the C3f analogs was also enhanced to some 
extent by zinc ions. Thus, we hypothesize a histidine-independent formation of C3f–Zn2+ complexes 
leading to an increase in the total charge and antimicrobial activity of the peptide. In the presence 
of 0.15  M  NaCl, C3f lost its activity regardless of the presence of Zn2+, indicating a minor role of C3f 
as an endogenous antimicrobial peptide. The presence of C3f abolished the bactericidal effect of Zn2+ 
against the zinc-sensitive Escherichia coli strain ESBL 521/17, indirectly confirming the interaction of 
the peptide with Zn2+. The activity of C3f against Micrococcus luteus A270, but not against L.  mono-
cytogenes, increased with decreasing pH. In this work, we show the significance of factors such as 
pH and metal cations in realizing the activity of antimicrobial peptides based on the example of C3f.

Keywords: innate immunity, complement, antimicrobial peptides, C3f, circular dichroism, Zn2+, pH-de-
pendent activity
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