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Метаболизм сфинголипидов, длительное время остававшийся на периферии фокуса исследова-
ний биохимиков, в последнее время стал привлекать всё большее внимание благодаря разнообраз-
ным и зачастую разнонаправленным эффектам сфинголипидов и их противоречивой роли в опу-
холевой прогрессии. Регуляция опухолевой прогрессии и способности организма подавлять рост 
и распространение опухоли во многом определяются балансом концентраций сфинголипидов 
в организме. Из всех сфинголипидов можно выделить церамиды, которые, в целом, обладают про-
тивоопухолевым действием, хотя конечная роль отдельного церамида в индукции гибели и выжи-
вания опухолевых клеток во многом определяется длиной его ацильного радикала. Действие цер-
амидов может реализовываться посредством индукции апоптоза, аутофагии, торможением деления 
клеток, повышением иммуногенности, регуляцией стабильности клеточных мембран. Фосфори-
лированные производные церамид-1-фосфат и сфингозин-1-фосфат характеризуются как моле-
кулы, стимулирующие пролиферацию и деление клеток, активирующие ангиогенез и лимфогенез, 
а также влияющие на миграцию опухолевых клеток, увеличивающие их подвижность. Опухолевую 
прогрессию активируют и другие сфинголипиды: цереброзиды, многие ганглиозиды, сульфатиды, 
сфингомиелины. Для многих сфинголипидов (например, сфингомиелинов, цереброзидов) пока-
зана связь с развитием лекарственной резистентности опухолевых клеток к химиотерапии. Вклад 
сфинголипидов в регуляцию указанных процессов, регулирующих опухолевую прогрессию, фер-
ментов, участвующих в их метаболизме, и рецепторов сфинголипидов, выполняющих сигналь-
ные функции, позволяет рассматривать их в качестве мишеней для противоопухолевой терапии. 
Настоящий обзор направлен на освещение основных путей метаболизма сфинголипидов в клетках 
человека с особым акцентом на известные особенности их обмена в опухолевых клетках.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сфинголипид, опухоль, церамид, дигидроцерамид, сфингомиелин, сфингозин- 
1-фосфат, пролиферация, канцерогенез.

DOI: 10.31857/S0320972523070011, EDN: FUNUJO

Принятые сокращения: ФНО-α  – фактор некроза опухоли  α; ARSase  – арилсульфатаза; Cer  – церамид; CERase 
– церамидаза; CerKase  – церамидкиназа; CerSase  – церамидсинтаза; CerSTase  – цереброзидсульфотрансфераза; 
CERT – белок-транспортёр Cer; C1P – церамид-1-фосфат; DEGSase – дигидроцерамиддесатураза; DhCer – дигидро-
церамид; DhS1P  – дигидросфингозин-1-фосфат; ER  – эндоплазматический ретикулум; GalCER  – галактозилцер-
амид; GalCERase  – галактозилцерамидаза; GalCerSase  – галактозилцереброзидсинтаза; GluCER  – глюкозилцерамид; 
GluCERase  – глюкозилцерамидаза; PA  – фосфатидная кислота; SM  – сфингомиелин; SMase  – сфингомиелиназа; 
SMSase – сфингомиелинсинтаза; Sph – сфингозин; SphKase – сфингозинкиназа; S1P – сфингозин-1-фосфат.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Обмен сфинголипидов длительное вре-
мя находился «на периферии» классической 
биохимии, и его изучение оставалось второ-
степенной темой в исследованиях липидов 
и липидомике. Сфинголипиды не играют 
энергетически значимой роли, как триацил-
глицеролы, не так заметны, с точки зрения 

физиологии, как, например, холестерин и 
стероидные гормоны, и поэтому длительное 
время находились «в тени» других липидов. 
Вместе с тем в последние десятилетия увели-
чивается объём знаний об их сигнальной роли, 
участии в формировании рафтов клеточных 
мембран. Обычно при обсуждении сфинголи-
пидов делается акцент на их обмен и функции в 
нейронах (поскольку наиболее ярко нарушения 
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обмена сфинголипидов проявляются невро-
логическими симптомами).

В норме в здоровых клетках существует 
баланс между разными сфинголипидами, обес-
печивающий нормальный рост, деление, диф-
ференцировку и гибель ненужных клеток. Этот 
баланс обеспечивается ферментами синтеза и 
распада сфинголипидов. Изменение экспрес-
сии или активности определённых ферментов 
может приводить к нарушению баланса, что, 
в свою очередь, может привести к усиленной 
пролиферации, миграции и инвазии, появле-
нию химиорезистентности или, напротив, к 
активации апоптоза.

Реакции биосинтеза и катаболизма сфинго-
липидов иногда объединяют понятием сфин-
голипидный (или церамидный) цикл. Боль-
шинство реакций синтеза сфинголипидов 
обратимы и протекают в эндоплазматическом 
ретикулуме  (ER) или на мембране ER, в ап-
парате Гольджи или митохондриях. Катабо-
лизм сложных сфинголипидов происходит в 
лизосомах при участии лизосомальных фер-
ментов  [1]. На  рис.  1 приведена общая схема 
метаболизма основных сфинголипидов кле-
ток человеческого организма с указанием 
ферментов, катализирующих реакции синтеза 
и распада.

Увеличивающийся объём сведений о роли 
сфинголипидов в метаболизме и функциони-
ровании опухолевых клеток иллюстрируется 
количеством научных публикаций, индексируе-
мых PUBMED: по обращению от 06.02.2023 по 
запросу «sphingolipids and cancer» PUMBED по-
казывает 8155 научных публикаций, из которых 
первая опубликована в 1958 г., а максимальное 
их количество за всё время депонирования ста-
тей отмечалось в  2020, 2021 и  2022  гг. (366, 361 
и  367  статей соответственно). Растущий объ-
ём научных сведений о метаболизме или роли 
сфинголипидов в опухолевых клетках побудил 
ряд авторов к систематизации полученных дан-
ных, и за последние 3 года был опубликован ряд 
обзорных работ. Большинство из них рассма-
тривают сфинголипиды и их сигнальную роль 
как потенциальных мишеней для противоопу-
холевой терапии отдельных заболеваний (рака 
лёгкого  [2], рака молочной железы  [3], лим-
фом [4], множественной миеломы [5], глиом [6], 
опухолей желудочно-кишечного тракта [7]).

Некоторые, напротив, посвящены кон-
кретным ферментам обмена сфинголипидов в 
опухолевых клетках (церамидкиназы [8], β-га-
лактозилцерамидазы  [9], или, например, об-
мену сфинголипидов в клетках гепатоцеллю-
лярной карциномы [5]). Отдельные прекрасно 
иллюстрированные обзорные работы освеща-

ют обмен сфинголипидов в целом [1, 10], одна-
ко их основной фокус также смещён на обсу-
ждение роли отдельных звеньев метаболизма 
как мишеней для терапии.

Цель настоящей обзорной работы – систе-
матизация имеющихся данных о метаболизме 
сфинголипидов с акцентами на особенности 
их обмена в опухолевых клетках в классиче-
ском биохимическом представлении. В данном 
обзоре последовательно рассмотрены фермен-
ты синтеза и катаболизма основных сфинго-
липидов, их характеристики и вклад в меха-
низмы гибели и выживания опухолевых клеток. 
Поскольку в большинстве классических учеб-
ников по биохимии отсутствуют разделы, по-
свящённые обмену сфинголипидов, настоящая 
обзорная работа, помимо научной, имеет также 
и образовательную направленность и нацелена 
на улучшение понимания молодыми исследова-
телями этого сложного раздела биохимии.

СВЯЗЬ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ 
СИНТЕЗА СФИНГОЛИПИДОВ 

С ОПУХОЛЕВОЙ ПРОГРЕССИЕЙ

Синтез церамидов. В  клетках млекопитаю-
щих существуют три основных пути, поддер-
живающих концентрацию церамидов (Cer):

• синтез de  novo  – из серина и пальмитоил-
SKoA при участии ферментов, локализо-
ванных на цитоплазматической стороне 
мембраны ER;

• катаболизм сложных сфинголипидов (на-
пример, сфингомиелина (SM)) – при уча-
стии сфингомиелиназ (SMase) или фосфо-
липазы  С протекает на плазматической 
мембране, в аппарате Гольджи и, вероят-
но, в митохондриях;

• катаболизм глюкоцереброзидов (GluCer) и 
галактоцереброзидов (GalCer) – протекает 
в лизосомах.
Cer, образующиеся в процессе синтеза 

de novo или при катаболизме сложных сфинго-
липидов, существенно отличаются как по хи-
мическому составу, так и по биологическим 
функциям. Протекание этих реакций в раз-
личных клеточных компартментах обуслов-
ливает преобладание Cer разного строения в 
разных компартментах клетки.

De novo Cer синтезируются в четырёх по-
следовательных реакциях (рис.  1)  [11]. Дока-
зана значительная роль двух ферментов этого 
метаболического пути (церамидсинтазы и ди-
гидроцерамиддесатуразы) в регуляции клеточ-
ного роста, пролиферации клеток и развитии 
противоопухолевого ответа. Церамидсинтаза 
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Рис. 1. Общая схема метаболизма сфинголипидов

(CerSase) катализирует синтез дигидроцерами-
да (DhCer) и имеет шесть различных изоформ, 
присоединяющих ацильные остатки, отличаю-
щиеся длиной углеводородной цепи и количе-
ством двойных связей (табл. 1) [12].

Из-за более низкой, по сравнению с Cer, 
концентрации в тканях DhCer долгое время 
считались инертными липидами. К настоящему 
моменту благодаря технологическим достиже-
ниям в липидомных подходах, использованию 
фармакологических ингибиторов и трансген-
ных моделей все большее число свойств и функ-
ций приписывается DhCer, причём многие из 

них отличаются или иногда противоположны 
спектру функций Cer.

Изменения уровня DhCer влияют на ли-
пидный состав мембран клеточных органелл, 
что провоцирует реакцию на окислительный 
стресс и стресс ER. В исследовании 2006 г. [13] 
сообщается, что как короткоцепочечные, так и 
длинноцепочечные DhCer ингибируют обра-
зование пор на внешней митохондриальной 
мембране, опосредованное  Cer, что является 
критическим этапом для прогрессирования 
апо птоза. DhCer накапливаются in vitro и in vivo 
независимо от фактора  HIF, отрицательно 
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Таблица 1. CerSase организма человека [12]

Фермент Ген Субстрат Экспрессия

CerSase 1 CERS1 ацил-SKoA 18:0 головной мозг; в меньшей степени – 
в скелетных мышцах и тестикулах

CerSase 2 CERS2 ацил-SKoA c длинной цепью 
(20–26 атомов С)

повсеместно, с наибольшей 
экспрессией в ЦНС, гепатоцитах, 
клетках почек и лёгких

CerSase 3 CERS3 ацил-SKoA c очень длинной цепью 
(22–32 атомов С и более), 
включая полиненасыщенные 
и 2-гидроксилированные производные

кератиноциты кожи, 
герминогенные клетки тестикул

CerSase 4 CERS4 ацил-SKoA c длинной цепью 
(18–22 атомов С)

кожа, миокард, жировая ткань, 
лейкоциты, гепатоциты

CerSase 5 CERS5 ацил-SKoA c длинной цепью 
(16–18 атомов С)

повсеместно, с наибольшей 
экспрессией в ЦНС, эпителии лёгких

CerSase 6 CERS6 ацил-SKoA со средней длиной цепи 
(14–16 атомов С)

энтероциты, клетки почек, 
лимфатических узлов

Таблица 2. Дигидроцерамиддесатуразы организма человека [15–17]

Фермент Ген Субстрат
Внутриклеточная 

локализация
Экспрессия

Дигидроцерамиддесатураза 1 DEGS1 DhCer мембрана ER, 
митохондриальная мембрана

повсеместно; 
в наибольшей степени – 
печень, почки, лёгкие

Дигидроцерамиддесатураза 2 DEGS2 DhCer мембрана ER кожа, кишечник, почки

влияя на пролиферацию клеток. Влияние ги-
поксии на синтез DhCer было подтверждено в 
исследовании in  vivo, где гипоксия приводила 
к снижению уровня  Cer, но повышению уров-
ня  DhCer. DhCer  были охарактеризованы как 
молекулы, обладающие антипролиферативны-
ми и иммунорегуляторными свойствами. Часто 
различные DhCer обладают двунаправленным 
действием: их высокие концентрации вызы-
вают окислительный стресс, и их образование 
индуцируется окислительным стрессом [14].

Cer образуется из DhCer под действием 
дигидроцерамиддесатуразы  (DEGSase). У  че-
ловека идентифицированы две DEGSase  – 
DEGSase1 и DEGSase2 (табл. 2).

Результаты исследования Guo  et  al.  [18] 
показали онкогенную роль DEGSase2 в раз-
витии колоректального рака, m6A-зависимое 
изменение DEGSase2 способствует прогрессии 
опухоли и развитию метастазов, подавляя син-
тез Cer. Кроме того, экспрессия DEGS2 значи-
тельно увеличивается в тканях рака толстой 
кишки по сравнению с нормальными тканями 

и коррелирует с реакцией на иммунотерапию с 
неблагоприятным прогнозом. Таким образом, 
DEGSase2 является потенциальным прогно-
стическим фактором и терапевтической мише-
нью при раке толстой кишки.

Активность DEGSase1 может изменяться 
под действием различных модуляторов, что 
приводит к изменению соотношения DhCer/
Cer (рис. 2). Это влияет на различные клеточ-
ные процессы, такие как апоптоз, клеточная 
пролиферация, аутофагия и резистентность 
к инсулину.

Исследования Hernández-Tiedra  et  al.  [19], 
проведённые на клетках  U87MG (линия кле-
ток глиомы человека), показали, что изменение 
соотношения DhCer/Cer в пользу  DhCer акти-
вирует аутофагию и апоптоз и ингибирует рост 
опухоли. Авторы предполагают, что воздей-
ствие дельта-9-тетрагидроканнабинола на клет-
ки может частично ингибировать DEGSase1.

Образованные под действием DEGSase 
гидрофобные молекулы  Cer объединяются в 
богатые Cer микродомены, стабилизируя мем-
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Рис. 2. Факторы, влияющие на баланс DhCer/Cer

бранные рафты, что может привести к актива-
ции сигнальных каскадов за счёт облегчения 
межбелковых взаимодействий, включая диме-
ризацию рецепторных белков и снижение по-
рога активации клеточных сигнальных путей. 
Такое действие  Cer можно рассматривать, по 
крайней мере частично, как общий механизм 
реорганизации потенциальных сигнальных 
молекул внутри мембран [3, 20].

Накопление избыточного количества  Cer 
может быть токсичным, поэтому свободные 
Cer в норме присутствуют в клетках в незначи-
тельном количестве, их относительно высокие 
концентрации наблюдаются только в керати-
ноцитах кожи. В  большинстве клеток Cer бы-
стро расходуются для последующих реакций 
синтеза сложных сфинголипидов. Как было 
отмечено выше, образование Cer de  novo про-
текает на цитоплазматической стороне мем-
браны  ER, а последующий синтез сложных 
сфинголипидов – в аппарате Гольджи [1, 14].

Транспорт Cer может осуществляться ве-
зикулярно и невезикулярно, он может быть 
ATP-зависимым и ATP-независимым. Неве-

зикулярный транспорт требует участия транс-
портных белков, таких как белок-транспортёр 
Cer  (CERT) массой 68  кДа, который локали-
зован в цитоплазме и имеет сайт связывания 
с Cer. Белок обладает строгой специфичностью 
и не переносит другие липиды (холестерин, 
фосфолипиды и  др.), хотя обладает слабым 
сродством к диацилглицеролам. Эффектив-
ность переноса зависит от длины ацильных 
радикалов. Наиболее эффективно проис-
ходит перенос Cer(C14:0–C20:0), скорость 
переноса Cer(C22:0) и Cer(C24:1) составляет 
~40% от скорости более коротких  Cer, а пере-
нос Cer(C24:0) практически не происходит. 
Считается, что преференциальное распозна-
вание ацильных радикалов  Cer белком CERT 
отражает состав радикалов, входящих в  SM 
и GluCer [21]. Попадая в состав внешнего слоя 
мембраны аппарата Гольджи, молекула Cer 
переносится на внутреннюю мембрану, где 
служит субстратом для синтеза сложных сфин-
голипидов. В этом процессе используются пре-
имущественно Cer(C16–18), которые избира-
тельно извлекаются белком CERT из клеточных 
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мембран и перенаправляются в аппарат Голь-
джи. Cer,  содержащие более длинные остатки 
жирных кислот (Cer(C20–26)), дольше сохра-
няются в составе мембран. Ряд эксперимен-
тальных работ показывает снижение синте-
за SM в условиях отсутствия CERT [22].

Открытие и клонирование CerSase1–6 ста-
ло ключом к пониманию роли Cer с различной 
длиной ацильной цепи в передаче сигналов в 
опухолевых клетках. Например, было обнару-
жено, что экспрессия CerSase1 подавляется в 
клетках рака головы и шеи с помощью гисто-
новой деацетилазы  1 (HDAC1) и miR5745p 
(микроРНК, регуляция транскрипции генов, 
межклеточная коммуникация, транспорт в со-
ставе везикул), таким образом, ингибируя синтез 
Cer(C18:0). Генерируемый CerSase1 Cer(C18:0) 
индуцировал гибель клеток и подавление опу-
холевого роста в клеточных культурах и ксено-
трансплантатах плоскоклеточного рака головы 
и шеи. Примерно у 50% мышей с потерей ак-
тивности CerSase2, который участвует в синте-
зе длинноцепо чечных Cer(C22–24), развивалась 
феохромоцитома из-за возможных дефектов 
апоптоза [23]. CERS6, синтезирующий Cer(C16:0), 
был идентифицирован как транскрипционная 
мишень p53. Уровень CERS6 повышается в от-
вет на повышение экспрессии p53 или фолат-
ный стресс, который, как известно, активи ру-
ет p53. Это подтверждает, что CERS6 является 
компонентом негенотоксического p53-зависи-
мого клеточного стресса. [24]. Cer(C16:0), гене-
рируемый CerSase6, повышает чувствитель-
ность к лигандам, индуцирующим апоптоз, вы-
званный фактором некроза опухоли (TRAIL) в 
клетках рака толстой кишки. Предполагается, 
что Cer(C16:0) влияет на механизмы, ответ-
ственные за активный транспорт (транслока-
цию) каспазы-3 в ядро или может непосред-
ственно влиять на проницаемость ядерной 
мембраны за счёт увеличения размера пор [25].

Cer(C16:0) индуцирует BAX-опосредован-
ный апоптоз в ответ на облучение в клетках 
HeLa37. Связанный с митохондриями анти-
апоптотический белок Bcl2-подобный белок 13 
(BCL2L13) непосредственно ингибирует син-
тез Cer в клеточных линиях глиобластомы и 
ксенотрансплантированных опухолях у мышей 
путём связывания с CerSase2 и CerSase6, таким 
образом, блокируя их гомодимеризацию и ге-
теродимеризацию [26].

Повышенные уровни Cer(C16:0), генери-
руемого CerSase6, были обнаружены в тканях 
рака лёгких и ротовой полости по сравнению 
с соответствующими здоровыми тканями. Не-
ожиданно было обнаружено, что Cer(C16:0), 
генерируемый CerSase6, защищает целостность 

мембран ER и Гольджи в клетках  HNSCC; 
подавление CerSase6 изменяет доставку акти-
вирующего фактора транскрипции  6  (ATF6) 
и вызывает его аберрантную активацию, что 
приводит к ER-стресс-опосредованной гибели 
клеток HNSCC. В исследовании Chen et al. [27] 
была показана сильная корреляция между ре-
зистентностью к химиотерапии у пациенток с 
трижды негативным раком молочной железы и 
повышенной экспрессией CerSase6.

В целом, эти исследования подтверждают 
идею о том, что Cer, генерируемые CerSase, с 
различными жирными ацильными цепями 
играют разные роли в индукции гибели и вы-
живания раковых клеток, которые зависят от 
типа ткани или клетки [28, 29].

При сравнении опухолей молочной железы 
со здоровыми тканями общий уровень эндо-
генных Cer был значительно повышен в злока-
чественной (12-кратно) и доброкачественной 
(4-кратно) тканях молочной железы по срав-
нению с нормальной тканью. Это повыше-
ние уровня Cer было довольно неожиданным, 
потому что исследования in  vitro в  основном 
показывали, что увеличение уровня Cer ассо-
циировано с индукцией апоптоза, и поэтому в 
первую очередь связано с антиканцерогенны-
ми эффектами  [29]. В  плоскоклеточных кар-
циномах головы и шеи человека было обнару-
жено как увеличение Cer(C16:0), Cer(C24:1) и 
Cer(C24:1), так и снижение Cer(C18:0) [30].

Кроме того, увеличение концентрации 
Cer(C16:0), синтезированного под действием 
CerSase5 или CerSase6, приводит к активации 
теломеразы. Напротив, повышение концен-
трации Cer(C18:0), синтезированного под дей-
ствием CerSase1, приводит к ингибированию 
активности теломеразы [24].

Синтез сфингомиелинов. Многими исследо-
ваниями доказано, что SM  обладает способ-
ностью стимулировать опухолевый рост. Ано-
мальное увеличение содержания  SM в апи-
кальном слое поверхностной мембраны сни-
жает текучесть и проницаемость мембраны, 
увеличивает её жёсткость и прочность, что 
затрудняет межклеточную коммуникацию, сни-
жает экспрессию молекул на клеточной по-
верхности и ухудшает координацию сигналь-
ных путей, активируя рост и неконтролируе -
мую пролиферацию клетки, повышая её спо-
собность к миграции и инвазии  [31]. Основ-
ные сигнальные пути, через которые SM реа-
лизует свои эффекты,  – RhoA/ROCK/LIMK/
кофилин, RhoA/ROCK/FAK/пак силлин  [32], 
TGF-β/Smad и стимуляция EMT [33].

Активация метастазирования вследствие 
высокого уровня  SM впервые была показана 
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Таблица 3. SMSase организма человека [35, 36]

Фермент Ген
Внутриклеточная 

локализация
Субстрат Экспрессия

SMSase1 SMS1 цис-аппарат Гольджи субстратом могут являться 

как короткоцепочечные, 

так и длинноцепочечные 

Cer и фосфатидилхолин

во всех нормальных клетках

SMSase2 SMS2 плазматическая 

мембрана, небольшое 

количество в аппарате 

Гольджи

во всех нормальных клетках;

также экспрессируется в ряде 

клеточных линий, таких как 

клетки карциномы HeLa, 

клетки гепатомы Hep-G2 

и клетки рака толстой 

кишки Caco-2

в экспериментах на метастатических вариан-
тах клеточных линий аденокарциномы пред-
стательной железы  [34]. Вероятный механизм 
этого эффекта связан с тем, что накопление 
SM в наружной мембране приводит к образо-
ванию дополнительных водородных связей с 
соседними молекулами и молекулами воды и, 
как следствие, нарушению взаимодействий 
клеток с соседними клетками и внеклеточным 
матриксом. Способность образовывать подоб-
ную сеть межмолекулярных водородных свя-
зей является отличительной способностью SM 
в отличие, например, от глицеролипидов, 
сложноэфирные группы которых способны 
действовать только как акцепторы водородных 
связей, но не как доноры [31].

SM образуется в реакции, катализируе-
мой сфингомиелинсинтазой (SMSase). SMSase 
имеет две изоформы  (табл.  3). Одна из изо-
форм фермента, SMSase1, локализуется в 
мембранах транс-Гольджи, вторая, SMSase2, 
находится в ассоциации с плазматической 
мембраной. Такое расположение SMSase в 
клетке обусловливает высокую концентрацию 
SM во внешней плазматической мембране и 
люминальной мембране транс-Гольджи (при 
этом попадающие в мембрану цис-Гольджи Cer 
используются преимущественно для синтеза 
GluCer, а не SM) [35].

Остаётся спорным вопрос о вкладе двух 
изоформ SMSase в продукцию SM и их роли в 
канцерогенезе. Во многих исследованиях про-
демонстрировано, что пролиферация и мета-
стазирование опухолевых клеток в большей 
степени связаны с активностью SMSase2, но 
не SMSase1. Так, в исследовании Jing et al. [32] 
было показано, что снижение активности 
SMSase2 тормозит миграцию, рост и выживае-
мость клеток рака яичников, а Zheng et al. [33] 
продемонстрировали повышенную экспрес-
сию SMSase2 при метастазирующем раке мо-
лочной железы.

Однако SMSase1 безусловно играет опре-
делённую роль в канцерогенезе. В  исследова-
ниях Van der Luit et al. [37] было показано, что 
низкая активность SMSase1 в клетках мыши-
ной лимфомы  S49 снижает содержание SM в 
липидных рафтах и тормозит апоптоз клеток, 
индуцированный алкиллизофосфолипидами.

С другой стороны, в работе Tafesse 
et  al.  [36] на клеточной линии карциномы 
шейки матки было показано, что SMSase1 и 
SMSase2 совместно экспрессируются в различ-
ных типах клеток и одинаково необходимы для 
полноценного синтеза сфингомиелинов. Опо-
средованное РНК-интерференцией снижение 
синтеза либо SMSase1, либо SMSase2 в обоих 
случаях привело к существенному снижению 
уровня продукции SM, накоплению Cer и тор-
можению роста клеток. Авторами было сде-
лано ещё одно интересное наблюдение. Хотя 
клетки, дефицитные по SMSase, демонстриро-
вали пониженное содержание SM, добавление 
экзогенного SM не восстанавливало рост кле-
ток. По мнению авторов, эти результаты пока-
зывают, что биологическая роль SMSase выхо-
дит за рамки образования SM.

Активность SMSase в опухолевых клет-
ках тесно связана с их чувствительностью к 
химиотерапии. Так, ингибирование SMSase2 
значительно повышает эффективность цис-
платина  [32], а клетки лейкоза HL-60/ADR, 
резистентные к доксорубицину показывают 
значительное повышение активности  SMSase 
по сравнению с нерезистентными клетками 
той же линии [38].

Синтез цереброзидов. Цереброзиды также 
обладают способностью потенцировать опу-
холевый рост. В  клетках организма человека 
синтезируются два варианта цереброзидов 
(моногликозилцерамидов): GalCer и GluCer.

Сдвиг баланса между церамидами и их гли-
козилированными формами, обусловленный в 
том числе изменением активности ферментов 
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их синтеза, в сторону последних лежит в осно-
ве повышения пролиферативной и инвазив-
ной активности опухолевых клеток  [39, 40], 
а также в основе механизма лекарственной 
устойчивости к некоторым противоопухоле-
вым препаратам  [39]. Так, имеются данные, 
что на поверхности многих опухолевых кле-
ток гиперэкспрессируется GalCer, который 
вызывает уменьшение клеточной адгезии и 
ингибирует апоптоз, что приводит к усилению 
клеточного роста, миграции и увеличению вы-
живаемости клеток, что, в свою очередь, спо-
собствует канцерогенезу [39].

Как и другие сфинголипиды, цереброзиды 
могут участвовать в регуляции пролиферации 
и метастазирования опухолевых клеток через 
путь Wnt и β-катенина  [41]. Так, GluCer уве-
личивает экспрессию транспортёра  MDR1, 
связанного с мультилекарственной резистент-
ностью, через торможение деградации β-кате-
нина и увеличение его транспорта в ядро [42]. 
Интересно, что GalCer может играть роль в 
трансмембранной передаче сигнала посред-
ством изменения внутриклеточного уровня 
ионов кальция. Joshi и  Mishra  [43] показали, 
что воздействие антител к GalCer вызывает 
увеличение концентрации ионов кальция 
внутри клетки, что связано с поступлением 
ионов через плазматическую мембрану и выс-
вобождением из внутриклеточных пулов.

Реакции синтеза GalCer протекают в  ER 
при участии галактозилцереброзидсинтазы 
(GalCerSase). Максимальная экспрессия 
GalCerSase наблюдается в олигодендроцитах, 
шванновских клетках, клетках эпителия по-
чек и тестикулах. Синтез GluCer протекает на 
мембране аппарата Гольджи при участии глю-
козилцереброзидсинтазы (GluCerSase) [44].

Исследования Cabot  et  al.  [45] продемон-
стрировали повышенные клеточные уров-
ни GluCer в нескольких клеточных линиях с 
множественной лекарственной устойчиво-
стью (включая линию рака молочной железы 
MCF-7-AdrR, устойчивую к винбластину эпи-
дермоидную карциному KB-V-1 и аденокар-
циному яичников OVCAR-3). Авторы связали 
эти изменения с активацией синтеза GluCer, 
поскольку скорость его распада в этих экс-
периментах снижена не была. Сопоставимое 
увеличение содержания GluCer было также 
зарегистрировано в химиорезистентных об-
разцах опухолей человека [46]. Искусственное 
повышение экспрессии GluCerSase в клетках 
рака молочной железы MCF-7 дикого типа и 
лейкозах также приводило к резистентности к 
химиотерапии [38, 45]. Активность GalCerSase 
повышена в опухолевых клетках, при этом 

в  большей степени в клетках, резистентных к 
химиотерапии, чем в чувствительных к ней. 
Так, Itoh  et  al.  [38] показали 2-кратное повы-
шение активности GalCerSase в клетках лей-
коза HL-60/ADR, резистентных к доксору-
бицину, по сравнению с нерезистентными 
клетками той же линии.

Синтез ганглиозидов. Некоторые ганглио-
зиды регулируют передачу сигнала через ре-
цепторные тирозинкиназы  [47]. Как правило, 
они образуют комплексы с несколькими ти-
пами рецепторных тирозинкиназ в липидных 
рафтах опухолевых клеток. Эти взаимодей-
ствия способствуют активации или ингиби-
рованию передачи сигналов через рецептор-
ные тирозинкиназы. Изменения в содержании 
ганглиозидов на плазматической мембране 
влияют на молекулярный состав и структуру 
липидных рафтов, что может приводить к ре-
организации и/или исключению рецепторных 
тирозинкиназ из липидных рафтов [48].

Для эффективной передачи сигналов 
апоптоза существенное значение имеет лока-
лизация рецептора смерти  CD95 в липидных 
рафтах. Структура и состав содержащих ган-
глиозиды липидных рафтов играют решаю-
щую роль в регуляции гибели или выживания 
клеток  [48]. На  модели лимфоидных и мие-
лоидных опухолевых клеток было продемон-
стрировано, что ганглиозиды могут запускать 
апоптоз путём активации рецепторов смер-
ти CD95 и накапливаться в митохондриальных 
мембранах, что нарушает трансмембранный 
потенциал митохондрий и индуцирует апоптоз 
по каспазо-независимому пути [49].

В исследовании Veldman et al. [50] на моде-
ли опухолевых клеток с множественной лекар-
ственной устойчивостью был показан низкий 
уровень лактозилцереброзидов и ганглиози-
дов с одновременным повышением уровней 
GluCer, GalCer и  SM. По  мнению авторов, в 
этих клетках происходит блокада пути био-
синтеза гликолипидов на уровне образования 
лактоцереброзидов с сопутствующим накопле-
нием GluCer.

Роль разных типов ганглиозидов и фер-
ментов их синтеза и распада в регуляции 
процессов гибели и выживания опухолевых 
клеток подробно описана в недавнем обзоре 
Sasaki  et  al.  [48] и в настоящем обзоре в дета-
лях не рассматривается.

Синтез сульфатидов. Сульфатиды образу-
ются при помощи цереброзидсульфотрансфе-
разы (CerSTase) (кодируется геном  GAL3ST1) 
в просвете аппарата Гольджи. Вновь синте-
зированные сульфатиды и «старые» сульфа-
тиды плазматической мембраны и ER могут 
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перераспределяться внутри клетки при по-
мощи везикулярного транспорта с участием 
клатрина или с помощью белков-переносчи-
ков, таких как белок-переносчик гликолипи-
дов (GLTP). Кроме непосредственного участия 
в транспорте сульфатидов, GLTP действует как 
сенсор уровня гликолипидов [51].

Сульфатиды синтезируются различными 
типами клеток, но больше всего их содержится 
в миелиновых оболочках олигодендроцитов 
центральной нервной системы и в шваннов-
ских клетках периферической нервной систе-
мы, где они составляют 4–7% всех липидов. 
Они также обнаруживаются в других клетках 
глии, таких как астроциты, где они проду-
цируются в небольших количествах, а также 
в нейронах, куда они попадают в основном в 
результате эндоцитоза. В больших количествах 
сульфатиды присутствуют в почках человека, 
слизистой оболочке желудка и двенадцати-
перстной кишки, клетках островков Лангер-
ганса поджелудочной железы, а также в мем-
бранах клеток крови, таких как эритроциты, 
тромбоциты и гранулоциты [52].

Повышенная концентрация сульфати-
дов, а также повышенная экспрессия CerSTase 
были обнаружены в различных типах опу-
холей. Так, увеличение количества сульфа-
тированных гликолипидов, наблюдаемое в 
клетках и тканях рака почки по сравнению с 
нормальной тканью, было обусловлено повы-
шенной экспрессией и активностью CerSTase 
при неизменной активности арилсульфата-
зы  А  (ARSase). Кроме того, высокий уровень 
активности этого фермента был обнаружен в 
сыворотке пациентов с почечно-клеточной и 
гепатоцеллюлярной карциномой по сравне-
нию со здоровыми пациентами. Однако, в от-
личие от почечно-клеточной карциномы, при 
гепатоцеллюлярной карциноме высокий уро-
вень активности CerSTase у пациентов не кор-
релировал с уровнем активности этого фер-
мента в опухолевой ткани и был аналогичен 
таковому в нормальной ткани. Напротив, при 
раке желудка уровень экспрессии CerSTase 
варьировал от случая к случаю как у больных, 
так и у здоровых людей  [52, 53]. На  клетках 
SMKT-R3 рака почки человека было показа-
но, что увеличение активности сульфотранс-
феразы может быть обусловлено действием 
фактора некроза опухоли  α  (ФНО-α): секре-
тируемая форма ФНО-α связывается с кле-
точным рецептором, также возможен прямой 
контакт между соседними клетками с уча-
стием мембранной формы ФНО-α. Актив-
ность сульфотрансферазы в указанных клет-
ках карциномы почки увеличивалась и при 

добавлении в среду эпидермального фактора 
роста (EGF) [53, 54].

Повышенные уровни сульфатидов обна-
ружены при высокодифференцированной аде-
нокарциноме эндометрия, некоторых типах 
опухолей лёгких, опухолей головного мозга 
и толстой кишки, гепатоцеллюлярном раке 
и раке яичников. Существуют работы, обос-
новывающие использование сульфатидов в 
качестве ранних маркеров диагностики рака 
яичников. Так, используя комбинацию масс-
спектрометрического анализа метаболитов и 
профилей экспрессии генов, было установ-
лено, что уровни сульфатидов повышены 
при раке яичников по сравнению с нормаль-
ной тканью яичников. В  соответствии с этим 
наблюдением, более высокие уровни мРНК, 
кодирующей ферменты GalCerSase и CerSTase, 
необходимые для синтеза сульфатидов, также 
обнаруживаются в эпителиальных клетках кар-
циномы яичников, в то время как уровни 
ARSase, сапозина и GalCERase остаются неиз-
менными [51].

Для клеточных линий карциномы почек 
человека заметное увеличение активности 
мРНК CerSTase и CerSTase наблюдалось в 
6 клеточных линиях (SMKT-R1, SMKT-R2, 
SMKT-R3, SMKT-R4, TOS-1 и TOS-2), в то 
время как клетки ACHN показали лишь не-
большое увеличение по сравнению с нор-
мальными клетками. При опухоли Вильмса 
(нефробластома) не обнаружено повышения 
концентрации сульфатидов. Таким образом, 
повышенная экспрессия сульфатидов не обя-
зательно распространена при всех видах рака. 
Кроме того, поскольку липиды могут мигри-
ровать между клеточной мембраной и сыво-
роточной средой в клетках, культивируемых 
in  vitro, необходимо выяснить, являются ли 
повышенные уровни сульфатидов артефактом 
в культивируемых линиях опухолевых клеток 
или это наблюдение справедливо и для усло-
вий in vivo [54].

Синтез церамид-1-фосфата. Церамид-1-фос-
фат (C1P) является сигнальной молекулой, 
функция которой антагонистична по отно-
шению к Cer. Подобно сфингозин-1-фосфа-
ту (S1P), он является мощным ингибитором 
апоптоза и способствует выживанию клеток, 
стимулирует синтез ДНК и деление клеток.

C1P блокирует апоптоз, ингибируя либо 
кислую сфингомиелиназу  (aSMase), либо кас-
пазы и предотвращая фрагментацию ДНК в 
макрофагах. Он также ингибирует серинпаль-
митоилтрансферазу, ключевой регуляторный 
фермент в биосинтезе длинноцепочечных 
сфингоидных оснований и, следовательно, Cer. 
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C1P  может высвобождаться повреждёнными 
клетками, присутствует в экзосомах, экспорти-
руемых в плазму, поэтому способен взаимодей-
ствовать с особыми участками на плазматиче-
ской мембране других клеток [55].

В реализации митогенного действия C1P 
на клетки участвуют разные сигнальные пу-
ти и ферменты, в том числе MEK/ERK1-2, 
NADPH-оксидазы, протеинкиназа  С, PI3K/
Akt/mTOR. Кроме активации пролиферации 
клеток, C1P увеличивает выживаемость кле-
ток, тормозя сигнальные пути, связанные 
с апоптозом, стимулирует сигнальный путь 
PI3K/Akt и усиливает экспрессию индуцируе-
мой NO-синтазы (iNOS) [8].

C1P образуется из Cer при помощи цер-
амидкиназы (CerKase) (ген  CERK). CerKase 
может быть ассоциирована с разными мем-
бранами, включая самый отдалённый от ядра 
транс-Гольджи, эндосомы, плазматическую мем-
брану и митохондрии. Интерлейкин-1β и ионы 
кальция активируют CerKase, образующийся 
C1P, в свою очередь, активирует фосфолипазу 
типа IVA A2 (cPLA2) в мембране аппарата Голь-
джи, способствует высвобождению арахидо-
новой кислоты и, таким образом, стимулирует 
синтез провоспалительных эйкоза ноидов [56].

Разные типы клеток могут иметь различное 
субклеточное распределение CerKase, и экс-
прессия этого фермента не одинакова во всех 
типах клеток. Что касается регуляции актив-
ности, помимо способности фермента пере-
мещаться внутриклеточно из одного компарт-
мента в другой и зависимости его активности от 
катионов (в основном ионов Ca2+), есть предпо-
ложения, что CerKase регулируется путём фос-
форилирования/дефосфорилирования [57].

Во многих исследованиях показана высо-
кая активность CerKase в опухолях, в том чис-
ле в клетках рака молочной железы  [58], опу-
холей поджелудочной железы [59]. В опухолях 
молочной железы высокая экспрессия CerKase 
коррелирует с риском рецидивирования [60].

Синтез сфингозин-1-фосфата. S1P  опосре-
дует выживание и пролиферацию клеток  [61]. 
Биологический эффект  S1P может быть реа-
лизован двумя путями: молекула (1)  экспор-
тируется из клетки, вызывая паракринный 
(или  аутокринный) эффект, или (2)  может 
связываться с внутриклеточными мишеня-
ми  [62]. S1P  является заряженным липидом, 
и поэтому не может свободно диффундиро-
вать через мембрану. В  транспорте молекулы 
участвуют низкоизбирательные ATP-связы-
вающие транспортные белки семейства  ABC 
и высокоизбирательный белок SPNS2 семей-
ства  MFS  [63]. С  помощью SPNS2 транспор-

тируется не только  S1P, но и дигидросфинго-
зин-1-фосфат (DHS1P), при этом транспорт 
нефосфорилированных производных невоз-
можен. Транспортная активность SPNS2 в от-
ношении S1P увеличивается пропорциональ-
но количеству S1P внутри клетки, что говорит 
о механизме действия SPNS2 как пассивного 
транспортёра, который не требует какого-
либо источника энергии и этим отличается от 
транспортёров ABC [64].

Концентрация S1P в плазме крови поддер-
живается на уровне 0,5–1 мкМ за счёт его син-
теза эритроцитами, эндотелиальными клет-
ками и печенью, которая синтезирует АроМ, 
физиологический переносчик  S1P на липо-
протеины высокой плотности (ЛПВП). Кон-
центрация S1P в интерстициальных жидко-
стях поддерживается на низком наномолярном 
уровне из-за высокой активности ферментов, 
расщепляющих  S1P (например, сфингозин-1- 
фосфат лиаза S1PLase) [65].

S1P способен связываться с 5  мембран-
ными рецепторами (S1PRs), принадлежащими 
к суперсемейству  GPCR  (табл.  4). Активируе-
мые S1PR сигнальные пути регулируют раз-
витие ЦНС и сердечно-сосудистой системы, 
репродуктивную функцию, миграцию клеток 
иммунной системы, адгезию, выживаемость и 
деление клеток, ответ на стресс и другие процес-
сы. S1P  также может регулировать клеточный 
ответ путём прямого связывания с некоторы-
ми внутриклеточными мишенями, например, 
с гистондеацетилазами [66]. Подобно фактору 
роста эндотелия сосудов, S1P  может увеличи-
вать проницаемость сосудов за счёт актива-
ции рецептора  S1P2 и передачи сигнала через 
Rho/ROCK/PTEN  [67]. S1P  также может пре-
пятствовать апоптозу путём ингибирования 
транслокации цитохрома  с и Smac/DIABLO  9 
из митохондрий в цитоплазму [68].

S1P оказывает влияние на метастазирова-
ние, миграцию клеток, ангиогенез и лимфо-
генез. В активации ангиогенеза и лимфогенеза 
участвует как S1P, циркулирующий в крово-
токе, так и вырабатываемый самой опухолью. 
Ponnusamy  et  al.  [69] показали, что нейтрали-
зация S1P в кровотоке с использованием анти-
тел приводит к подавлению развития метаста-
зов в лёгких. На  модели клеток карциномы 
печени было показано, что S1P может инду-
цировать метастазирование опухолевых кле-
ток путём установления аутокринной петли 
MMP-7/синдекан-1/TGF-β1 [1], а на модели 
клеток рака яичников было продемонстриро-
вано, что S1P стимулирует хемотаксис и инва-
зию рецептор-зависимым образом, активируя 
ERK, AKT и  p38  [70]. S1P регулирует способ-
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Таблица 4. Рецепторы S1P [44]

Тип Ген G-белок Локализация и функция

S1P1 S1PR1 Gi/o экспрессируется нейронами головного мозга, клетками миокарда, селезёнки, 

почек, мышечной ткани, лейкоцитов, β-клеток островков Лангерганса 

поджелудочной железы;

активация рецепторов S1P1 сопровождается замедлением инфильтрации 

В- и Т-лимфоцитов в ткани, созреванием Т-клеток;

в ЦНС рецепторы S1P1 стимулируют миграцию нейрональных стволовых клеток;

путём активации S1P1 регулируется пролиферация клеток эндотелия сосудов, 

а также формирование гладкомышечного слоя стенок сосудов;

при участии рецепторов S1P1 регулируется секреция инсулина β-клетками 

поджелудочной железы

S1P2 S1PR2 Gi/o, Gq, 
G12/13

экспрессируется нейронами головного мозга, клетками миокарда, селезёнки, 

лёгких, печени, почек, мышечной ткани, тимуса;

через рецепторы S1P2 S1P регулирует пролиферацию эпителиальных клеток, 

повышает выживаемость кардиомиоцитов после ишемического/

реперфузионного повреждения, пролиферацию гепатоцитов, стимулирует 

дегрануляцию тучных клеток;

избыточная активация S1P2-рецепторов приводит к аномальному усилению 

ангиогенеза

S1P3 S1PR3 Gi/o, Gq, 
G12/13

экспрессируется нейронами головного мозга, клетками миокарда, селезёнки, 

лёгких, печени, почек, мышечной ткани, тестикул и тимуса;

активация S1P3-рецепторов стимулирует воспалительные реакции 

и свёртывание крови, повышает выживаемость кардиомиоцитов после 

ишемического/реперфузионного повреждения, регулирует восприятие острой 

механической боли

S1P4 S1PR4 Gi/o, G12/13 экспрессируется в лейкоцитах и клетках лимфоидной ткани;

активация S1P4-рецепторов стимулирует миграцию Т-клеток 

и секрецию цитокинов

S1P5 S1PR5 Gq, G12/13 экспрессируется в клетках головного мозга, селезёнки и кожи, NK-клетках;

активация S1P5-рецепторов в головном мозге ингибирует миграцию клеток-

предшественников олигодендроцитов и повышает выживаемость 

олигодендроцитов

ность клеток к миграции путём перераспре-
деления актина от фокальных контактов к 
складкам мембраны  (ламеллоподиям). Сти-
муляция клеток MCF-7 S1P перераспределяет 
актин в складках мембраны и способствует 
миграции клеток, тогда как снижение уровня 
S1P восстанавливает контакты актинсодержа-
щих фокусов адгезии и предотвращает мигра-
цию клеток  [66]. S1P  стимулирует миграцию 
клеток MDA-MB-231 рака молочной железы и 
повышает их метастатическую активность [71].

S1P синтезируется непосредственно из 
сфингозина  (Sph) при помощи сфингозин-
киназ  (SphKase), которые переносят оста-
ток фосфорной кислоты от молекулы  ATP на 
гидроксильную группу  С1  Sph. Sph, в свою 
очередь, как описано ниже, образуется пре-
имущественно в процессе катаболизма SM под 
действием SMase и церамидазы (CERase)  [44]. 
Два гена человека, SPHK1 и SPHK2, кодируют 

SphKase1 и SphKase2, каждая из которых обла-
дает рядом сплайс-вариантов. Хотя SphKase1 
и SphKase2 существенно различаются по раз-
меру, они имеют высокую степень сходства 
полипептидных последовательностей, причём 
почти вся полипептидная последовательность 
SphKase1 совпадает с участками более круп-
ного SphKase2. Однако N-концы двух белков 
различаются, и SphKase2 обладает богатой 
пролином полипептидной вставкой в цен-
тральной области своей последовательности, 
которая отличается от SphKase1 и от любого 
другого известного белка  [72]. Характеристи-
ки SphKase организма человека представлены 
в табл. 5.

Во многих опухолях обнаружена повышен-
ная активность SphKase1, что обусловливает 
повышение уровня S1P. Так, повышенная экс-
прессия транскрипта мРНК SPHK1 и/или бел-
ка SphKase1 наблюдается при раке желудка, 
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Таблица 5. SphKase организма человека [73–76]

Фермент Ген Изоформы
Внутриклеточная 

локализация
Субстрат Экспрессия

SphKase1 SPHK1 SphKase1a

SphKase1b

SphKase1c

преимущественно 

цитоплазма (способна 

перемещаться 

к плазматической 

мембране при актива-

ции пролиферативных 

сигнальных путей)

преимущественно Sph, 

в меньшей степени – 

сфинганин

все ткани;

широко экспрессиру-

ется в печени, почках, 

сердце и скелетных 

мышцах у взрослых;

экспрессируется 

в коре головного 

мозга (на уровне 

белка)

SphKase2 SPHK2 SphKase2a, 

SphKase2-S, 

SphKase2b/-L, 

SphKase2c, 

SphKase2d

преимущественно 

ядро и цитоплазма; 

перемещается в ER, 

митохондрии (зависит 

от типа клеток); 

ингибирует синтез ДНК 

и регулирует активность 

HDAC1/2

Sph, фитоSph и DhSph в основном экспрес-

сируется в почках, 

печени и мозге 

взрослых;

экспрессируется 

в коре головного 

мозга и гиппокампе 

(на уровне белка)

Примечание. Названия изоформ, использованные в таблице, представлены согласно GenBank и Uniprot. Данные о ко-
личестве изоформ SphKase2 разнятся (5 или 7), не все из них подтверждены экспериментально.

лёгких, головного мозга, толстой кишки  [77]. 
При этом метастатический рак толстой кишки 
имеет более высокую экспрессию SPHK1, чем 
неметастатическая форма [78]. Высокая опухо-
левая экспрессия SPHK1 также коррелирует с 
плохой выживаемостью и индукцией устойчи-
вости к тамоксифену у пациентов с эстроген-
чувствительным раком молочной железы [66].

Функция SphKase2, по-видимому, более 
сложная. Ранние исследования показали, что 
избыточная экспрессия  SPHK2 приводит к 
подавлению роста клеток и усиливает апоптоз, 
предполагая, что, хотя и SphKase2, и SphKase1 
используют один и тот же физиологический 
субстрат и генерируют один и тот же продукт, 
SphKase2 может играть роль, противополож-
ную роли  SphKase1. Эта проапоптотическая 
роль SphKase2 подтверждается более поздни-
ми исследованиями, демонстрирующими, что 
мезангиальные Sphk2–/–-клетки мышей более 
устойчивы к апоптозу, индуцированному стау-
роспорином, по сравнению с клетками дикого 
типа или Sphk1–/–-клетками. Более того, подав-
ление экспрессии эндогенной SphKase2 в клет-
ках HEK293 блокирует апоптоз, индуцирован-
ный ФНО-α. Вместе с тем, однако, SphKase2 
может играть антиапоптотическую роль: по-
давление экспрессии  SPHK2 или нацеливание 
на активность SphKase2 с помощью специфич-
ных для изоформы ингибиторов может уси-
ливать апоптоз и повышать чувствительность 
опухолевых клеток к химиотерапии [72].

СВЯЗЬ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ 
РАСПАДА СФИНГОЛИПИДОВ 

С ОПУХОЛЕВОЙ ПРОГРЕССИЕЙ

Распад цереброзидов. Продуктами реак-
ции гидролиза цереброзидов являются цер-
амиды и соответствующие моносахариды  – 
галактоза или глюкоза. Эти реакции катали-
зируются, соответственно, галактозилцерами-
дазой (GalCERase) и глюкозилцерамидазами 
(GluCERase) [44].

В ряде работ показано снижение актив-
ности GalCERase в опухолевых клетках, в том 
числе за счёт гипоэкспрессии гена GALC. Так, 
в литературе имеются данные о снижении экс-
прессии гена GALC при раке головы и шеи [39, 
79], лёгких  [79], носоглотки  [80]. В  исследо-
ваниях Zhao  et  al.  [80] также было показано, 
что более высокая экспрессия GALC в клетках 
CNE-2Z снижала пролиферацию, миграцию 
клеток и способность к метастазированию по 
сравнению с контролем.

Причиной подавления транскрипции гена 
GALC может быть связывание ингибирую-
щих факторов транскрипции с соответ-
ствующей промоторной областью. Ген  GALC 
расположен на хромосоме  14q3 и имеет 
сигнальные последовательности, чувстви-
тельные к факторам транскрипции SP1 
(5′-CCCGCC-3′), YY1 (5′-AAATGG-3′) и AP2 
(5′-GCCTGCAGGC-3′)  [81]. Из  перечислен-
ных выше факторов транскрипции наиболее 
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Таблица 6. GluCERase организма человека [86]

Фермент Ген
Внутриклеточная 

локализация
Субстрат Экспрессия

Кислая GluCERase GBA1 лизосомальная мембрана GluCer; GluSph все ткани

Нелизосомальная 
GluCERase

GBA2 ER, Гольджи, плазмати-
ческая мембрана

конъюгаты желчных кислот; 
GluCer

мозг, сердце, 
скелетные мышцы, 
почки и плацента

Цитоплазматиче-
ская GluCERase

GBA3 цитоплазма флавоноидные гликозиды; 
C6-NBD-GlcCer

печень, тонкая 
кишка, селезёнка, 
почки

Таблица 7. SMase организма человека [87–93]

Фермент Ген
Внутриклеточная 

локализация
Субстрат Экспрессия

Кислая 
SMase

SMPD1 лизосомы, мембранные 
рафты; цитоплазма (сти-
мулированная секреция)

Sph, фосфатидилхолин, 
фосфатидилглицерол

повсеместно

Нейтральная 
SMase

SMPD2 плазматическая мем-
брана, мембраны ER, 
аппарата Гольджи и ядра

Sph, 
лизофосфатидилхолин

повсеместно

Щелочная 
SMase

ENPP7 плазматическая мем-
брана, мембрана энтеро-
цитов тонкой кишки

Sph, 
лизофосфатидилхолин, 
фактор активации 
тромбоцитов

обнаруживается в толстой 
кишке (на уровне белка); 
экспрессируется 
в двенадцатиперстной 
кишке, тощей кишке 
и печени;
на низких уровнях – 
в подвздошной кишке;
очень низкая экспрессия – 
в пищеводе, желудке 
и толстой кишке

вероятным ингибитором представляется  YY1, 
роль которого в подавлении транскрипции 
ряда генов уже описана в литературе [39]. Так, 
в работах Sui  et  al.  [82] и Yakovleva  et  al.  [83] 
описано ингибирующее действие YY1 на тран-
скрипцию гена, кодирующего р53. Другим воз-
можным механизмом подавления транскрип-
ции гена  GALC является гиперметилирование 
промоторного участка гена [79].

Недавние исследования показали, что 
GalCERase может оказывать и противополож-
ное влияние на рост и дифференцировку опу-
холи. Это ставит под сомнение однозначную 
оценку его вклада в метаболизм сфинголипи-
дов в раковых клетках и его роль в прогресси-
ровании опухоли [84, 85]. Так, Belleri et al. [85] 
в экспериментах на клетках меланомы мыши 
B16-F10 и человека  A2058 показали, что по-
давление GalCERase приводило к актива-
ции SMPD3, который кодирует SMase, образую-
щую Cer, что в итоге приводило к повышению 

уровня  Cer и торможению роста, подвижно-
сти, инвазивной способности клеток мелано-
мы, а также метастатической активности кле-
ток  B16-F10 при трансплантации сингенным 
мышам или эмбрионам Danio rerio. Активация 
GalCERase оказывала противоположное дей-
ствие. В подтверждение полученных результа-
тов авторы приводят данные о прогрессивном 
увеличении экспрессии GALC в образцах кожи 
человека от обыкновенных невусов до мела-
номы стадии  IV с пропорциональным сниже-
нием уровня SMPD3 и Cer.

Вклад GluCERase (табл.  6) в рост, проли-
ферацию и метастазирование опухолевых кле-
ток существенно ниже, чем GalCERase.

В литературе встречаются упоминания, 
что болезнь Гоше, развитие которой связано 
с дефицитом GluCERase, коррелирует со слу-
чаями миеломной болезни, лейкозов, глио-
бластомы, рака лёгких и гепатоцеллюлярной 
карциномы, хотя причины корреляции в на-

2
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стоящее время окончательно не ясны. Однако 
только часть исследователей связывает разви-
тие указанных опухолей с дефицитом самого 
фермента, а другая часть – с терапией, приме-
няемой при болезни Гоше [86].

Распад сфингомиелинов. Ключевые фермен-
ты катаболизма сфингомиелинов  – сфинго-
миелиназы (SMase) – принадлежат к семейству 
фосфодиэстераз, схожих по механизму катали-
за с фосфолипазами  С. Под действием SMase 
из SM образуются Cer и фосфохолин. Охарак-
теризованы несколько различных изоформ 
SMase человека, отличающихся оптимумом рН 
и, следовательно, локализацией в клетке; кро-
ме того, существуют Mg2+- или Zn2+-зависимые 
формы и соответственно формы независимые 
от этих ионов (табл. 7) [44, 87, 88].

Основной механизм противоопухолевой 
активности SMase связан с их участием в об-
разовании  Cer, обладающего способностью 
подавлять пролиферацию опухолевых клеток. 
Высокая активность SMase приводит к повы-
шению уровня  Cer, а снижение активности  – 
к его уменьшению. Изменение активности SMase 
также влияет на структуру и функции мем-
бран. Около 70% всей клеточной SMase распо-
ложено в липидных рафтах. Расщепление под 
действием SMase сфингомиелинов плазмати-
ческой мембраны увеличивает текучесть мем-
браны и влияет на распределение холестерина 
в клетках, в частности, образующийся Cer вы-
тесняет холестерин из мембранных рафтов [87, 
94]. Кислая SMase, полученная из тромбоци-
тов, вовлечена в стимуляцию клеточной адге-
зии и метастазирования меланомы. Кроме того, 
предполагается, что в эндотелиальных клетках 
фермент играет ключевую роль в опухолевом 
ангиогенезе, поскольку было показано, что 
SMase опосредует чувствительность к анти-
ангиогенной терапии путём повышения уров-
ня Cer [95].

Роль SMase в апоптотической гибели опу-
холевых клеток была доказана ещё в 1994  г., 
когда Jarvis  et  al.  [96] сообщили о Cer-индуци-
рованном апоптозе в лейкозных клеточных ли-
ниях человека, включая HL-60 и U937, и мыши-
ной фибросаркомы L929/LM и  WEHI  164/13, 
вызванном активацией SMase под действи-
ем ФНО-α.

В ряде работ продемонстрировано сниже-
ние активности SMase в опухолевых клетках. 
Эпигенетический анализ показал, что ген ней-
тральной SMase (nSMase) гиперметилирован 
и, следовательно, экспрессия его снижена в 
клеточных линиях рака молочной железы [89], 
тройного негативного рака молочной железы 
MDA-MB-231  [87], гепатоцеллюлярной кар-

циномы  [91]. В  клеточной линии  MCF7 ука-
занный ген не был гиперметилирован, одна-
ко активность nSMase была снижена, из чего 
авторы делают вывод, что экспрессия данного 
гена в этих клетках регулируется иным спо-
собом, например, прямым действием на аце-
тилирование гистонов  [90]. Помимо работ 
по изучению экспрессии генов, кодирующих 
SMase, имеются исследования, косвенно до-
казывающие изменение активности SMase в 
опухолевых клетках. Так, Kim et al.  [92] иден-
тифицировали точечные мутации в гене, коди-
рующем nSMase2, в 5% образцов острых мие-
лобластных лейкозов и 6%  образцов острых 
лимфобластных лейкозов. Хотя функциональ-
ные последствия большинства из них остаются 
неясными, две из мутаций привели к сниже-
нию стабильности и неправильной локализа-
ции фермента. В  этом же исследовании была 
показана делеция в гене, кодирующем nSMase, 
в клетках остеосаркомы мыши F4328.

Механизм действия ряда противоопухоле-
вых агентов включает активацию SMase. Так, 
в работе Aslan  et  al.  [97] было показано, что 
тимохинон индуцирует апоптоз SMase в клет-
ках рака молочной железы MCF-7 и  HepG2 
путём активации nSMase и связанного с этим 
повышения уровня  Cer. Аналогичный меха-
низм Cer-индуцированного апоптоза в клет-
ках LA-N-5 нейробластомы человека за счёт 
активации nSMase под действием стауро-
спорина описан в работе Kilkus  et  al.  [98]. 
В  работе Rotolo  et  al.  [99] было показано, что 
обработка клеток  Jurkat УФ-светом приво-
дит к переносу секреторной формы aSMase в 
липидный микродомен и образованию плат-
форм, богатых  Cer, что активирует апоптоз. 
Ferranti  et  al.  [100] показали, что активация 
и секреция aSMase под действием УФ-света 
происходит посредством кальций-зависимого 
слияния лизосом с плазматической мембра-
ной. В  работе Clarke  et  al.  [101] было пока-
зано, что противоопухолевое действие доксо-
рубицина связано с активацией промотора 
гена  SMPD2, что активирует синтез фермента 
и увеличивает количество  Cer. Активность 
SMase зависит от многих факторов и усилива-
ется под действием ФНО-α, 1,25-дигидрокси-
кальциферола, интерферона гамма  (ИФНγ), 
фактора роста нервов, нагревания, ионизирую-
щего облучения, фенретинида, арабинозилци-
тозина [45, 102].

Распад церамидов. Избыточное количество 
Cer опасно для клетки, поэтому они быстро 
гидролизуются при участии CERase  (табл.  8). 
Продуктами реакции гидролиза являются 
свободный аминоспирт  (Sph и его аналоги), 
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Таблица 8. CERase организма человека [103, 106]

Фермент Ген
Внутриклеточная 

локализация
Субстрат Экспрессия

Кислая 

CERase

ASAH1 лизосомы ненасыщенные церамиды 

с остатками жирных 

кислот с 6–16 атомами С

преимущественно 

в сердце и почках

Нейтральная 

CERase

ASAH2 аппарат Гольджи 

и внутренняя сторона 

цитоплазматической 

мембраны

преимущественно 

церамиды с остатками 

жирных кислот 

с 16–18 атомами С

преимущественно 

в клетках эпителия 

почечных канальцев, 

тонкой и толстой кишки, 

в гепатоцитах

Щелочные 

CERase

ACER1-3 ER, аппарат Гольджи Cer с ненасыщенной 

очень длинной 

ацильной цепью

ACER1 – 

преимущественно кожа;

ACER2 – 

преимущественно плацента;

ACER3 – повсеместно

а также свободные жирные кислоты. Катабо-
лизм Cer при помощи CERase – единственный 
способ получения свободного Sph в клетке. Он 
(как и другие сфингоидные основания) может 
выходить из лизосомы и повторно использо-
ваться для синтеза  Cer при помощи CERSase 
либо фосфорилироваться с образовани-
ем S1P [44, 103, 104].

Снижение уровня эндогенных Cer и акти-
вация синтеза  S1P, опосредованные высокой 
активностью CERase, переводят сфинголипид-
ный баланс в состояние, способствующее вы-
живанию клеток [105].

Из разных типов CERase основную роль 
в развитии и прогрессировании рака играет 
кислая CERase  (aCERase). Она высоко экс-
прессируется в солидных опухолях предста-
тельной железы, меланомы и молочной желе-
зы, а также при лейкозах  [105]. Вместе с тем 
в других исследованиях показано снижение 
уровня aCERase в клетках опухолей щитовид-
ной железы [106].

Высокая активность кислой CERase и об-
условленное этим снижение уровня Cer могут 
быть причиной устойчивости к химиотерапии. 
Так, снижение уровня  Cer, обусловленное ги-
перэкспрессией  ASAH1, связывают с рези-
стентностью к цисплатину [107].

Распад сульфатидов. Деградация сульфати-
дов опосредуется лизосомальной арилсульфа-
тазой А.

Семейство ARSase человека состоит 
из 11  членов: A, B, C, D, E, F, G, H, I, J и  K. 
ARSase человека  A (ARSaseA) и  B (ARSaseB) 
присутствуют в лизосомах, ARSaseC является 
микросомальным белком, а  арилсульфата-
зы D, F, H, J и K локализованы в мембране ER. 

ARSaseЕ присутствует в аппарате Гольджи. 
ARSaseG встречается как в ER, так и в лизосо-
мах. ARSaseI содержится в ER, но также может 
секретироваться во внеклеточную среду. Все 
члены семейства имеют 20–60% аминокислот-
ную гомологию [108].

Действие ARSaseА реализуется при уча-
стии сапозина  B  (SapB), который извлекает 
сульфатид из мембран и тем самым делает 
его доступным для ARSaseA. Альтернатив-
ный сульфатазо-независимый путь деградации 
сульфатида был показан в клеточной линии 
нейробластомы, где наблюдалась прямая гене-
рация Cer из сульфатида без предварительного 
десульфатирования [109].

Накопление сульфатидов при недо-
статке  ARSaseA или мутации в гене, коди-
рующем  SapB, связаны с демиелинизацией и 
метахроматической лейкодистрофией, смер-
тельным неврологическим заболеванием. 
В  целом, накопленные данные указывают на 
то, что изменение синтеза сульфатидов оказы-
вает значительное влияние на генерацию ней-
рональных дефектов [51].

ARSase активно используется в экспери-
ментах по изучению роли сульфатидов в ме-
тастазировании. Так, в адгезии in  vitro акти-
вированных тромбоцитов, экспрессирующих 
P-селектин к клеткам MC38 рака толстой 
кишки мыши, участвуют исключительно про-
дуцируемые этими клетками сульфатиды. 
Взаимодействие с тромбоцитами наблюдалось 
in vivo после того, как клетки MC38 транс-
плантировали мышам: уже через 30 мин по-
сле внутривенного введения опухолевых кле-
ток обнаруживались их агрегаты с тромбоци-
тами. На  специфический вклад сульфатидов 

2*
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Таблица 9. Основные ферменты, участвующие в деградации S1P [44, 116]

Фермент Ген
Внутриклеточная 

локализация
Субстрат Экспрессия

S1Pase 1 SGPP1 мембрана ER S1P, DhS1P и фитоS1P повсеместно

S1Pase 2 SGPP2 мембрана ER S1P, DhS1P сильно выражена в почках 

и сердце;

менее выражена 

в головном мозге, толстой 

и тонкой кишке, лёгких

S1PLase SGPL1 мембрана ER S1P повсеместно;

высокие уровни обнаружены 

в печени, тонкой кишке 

и тимусе;

более низкие – в почках, 

лёгких, миокарде, селезёнке 

и головном мозге;

обнаружена в желудке, 

яичках и скелетных мышцах

Лизофосфолипид 

фосфатаза 3

PLPP3 плазматическая 

мембрана, ER, 

мембрана аппарата 

Гольджи

лизофосфатидные 

кислоты, фосфатидные 

кислоты, S1P, C1P, 

пирофосфат 

диацилглицерола и др.

повсеместно;

высокие уровни – 

в миокарде и плаценте

в образование агрегатов клетками рака тол-
стой кишки указывают контрольные экспе-
рименты, в которых было показано, что клет-
ки MC38, обработанные ARSase для удаления 
сульфатных групп, теряют способность к мета-
стазированию [53].

ARSaseA используется для десульфати-
рования; так, для клеток карциномы толстой 
кишки мыши  MC38 метаболическое ингиби-
рование сульфатирования путём обработки 
клеток ARSaseA приводит к снижению свя-
зывания P-селектина, что, в свою очередь, 
подавляет развитие метастазов в лёгких мы-
шей. Высокая концентрация сульфатидов на 
поверхности раковых клеток, возможно, слу-
жит лигандом для P-селектина, способствуя 
распространению метастазов. Связь между 
механизмами опухолевой прогрессии и повы-
шенной экспрессией сульфатида остаётся пока 
неизвестной [110, 111].

Распад церамид-1-фосфата. Дефосфори-
лирование C1P может осуществляться под 
действием ряда фосфатаз. C1P-фосфатаза ка-
тализирует отщепление остатка фосфорной 
кислоты от  C1P с образованием церамида. 
C1P-фосфатаза, которой богаты синаптосомы 
мозга и фракции плазматической мембраны 
печени, по-видимому, отличается от фосфа-
тазы, которая гидролизует фосфатидную кис-
лоту  (PA), PA-фосфогидролазы. Тем не менее 

C1P также может быть преобразован в церамид 
под действием PA-фосфогидролазы, которая 
расположена в плазматической мембране кле-
ток. Этот фермент принадлежит к семейству, 
состоящему по крайней мере из трёх фосфа-
таз млекопитающих, расщепляющих фосфаты 
разных липидов (LPP). LPP регулируют выжи-
ваемость клеток, контролируя уровни внутри-
клеточного пула PA и S1P, а также регулируют 
инфильтрацию лейкоцитов и воспаление ды-
хательных путей. Дефосфорилирование C1P 
является способом ослабления/инактивации 
его регуляторных эффектов, хотя образован-
ный в результате церамид потенциально может 
нанести вред клеткам. Контроль уровней цер-
амида и C1P скоординированным действием 
CerKase и C1P-фосфатазы может иметь решаю-
щее значение для метаболических или сиг-
нальных путей, которые регулируются этими 
двумя сфинголипидами [112–115].

Распад сфингозин-1-фосфата. Катаболизм 
S1P внутри клеток происходит при помощи 
фосфатаз и лиазы сфингозин-1-фосфата (S1Pase 
и S1PLase соответственно) (табл. 9) [116].

S1Pase имеют высокую гомологию и вме-
сте составляют семейство  SPP. Члены семей-
ства SPP обладают достаточно узкой субстрат-
ной специфичностью и дефосфорилируют 
только S1P, DhS1P и  фитоS1P. Они являются 
интегральными мембранными белками, лока-
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Рис. 3. Вклад различных сфинголипидов в стимуляцию и подавление опухолевой прогрессии

лизованными в  ER, участвуют в регуляции 
внутриклеточных концентраций  S1P и могут 
пополнять пул свободного Sph в клетке [44, 116].

Избыток S1P в плазме крови расщепля-
ется на плазматической мембране гепатоцитов 
лизофосфолипидфосфатазой  3, относящейся 
к семейству LPP [44, 116].

Под действием другого фермента, S1PLase, 
S1P распадается на этаноламин-1-фосфат и 
альдегид  С16 (гексадеценаль). В  условиях жи-
вой клетки реакция, катализируемая S1PLase, 
фактически необратима, поэтому катабо-
лизм  S1P по этому пути является внутрикле-
точным механизмом элиминации сфинголи-
пидов [42].

Показано, что S1PLase участвует в проли-
ферации клеток как через GPR55‐зависимый, 
так и через GPR55‐независимый пути  [117]. 
Несмотря на наблюдения изменённых уров-
ней экспрессии S1PLase в опухолевых тканях 
человека, роль  S1PLase в патогенезе рака ещё 
не полностью выяснена [117]. Так, активность 
S1PLase повышена во многих опухолевых 
клетках, в частности, при раке яичников [118]. 
В  клетках гепатоцеллюлярной карцино-
мы  [119] и рака толстой кишки  [120], несмо-
тря на повышенную активность SphKase, уро-
вень  S1P не был увеличен или даже частично 
снижался. Вероятнее всего, это связано с 
повышенной активностью S1PLase, утилизи-

рующей образующийся  S1P  [117]. При этом 
в других исследованиях было показано, что 
активность S1PLase была понижена при раке 
толстой кишки [121].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сфингозин-1-фосфат, церамид-1-фосфат, 
церамид, дигидроцерамид и другие сфинго-
липиды  – основные участники сфинголипид-
ного цикла, нарушение баланса которого 
может привести к гибели или неконтролируе-
мой пролиферации клетки  (рис.  3). Действие 
церамида, как правило, опосредует остановку 
или торможение клеточного цикла или ги-
бель клеток в ответ на клеточный стресс, тогда 
как сфингозин-1-фосфат, церамид-1-фосфат, 
сфингомиелины, цереброзиды и сульфатиды 
отвечают за выживание и пролиферацию кле-
ток. Взаимопревращение этих метаболитов 
под действием ряда важнейших ферментов 
обеспечивает возможность тонкой внутрикле-
точной регуляции.

На основании анализа существующих 
данных можно сформулировать следующие 
основные особенности метаболизма сфинго-
липидов в опухолевых клетках.

•  Для опухолевых клеток, в целом, ха-
рактерно снижение содержания ферментов, 
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участвующих в синтезе  Cer, и их пониженная 
активность, а также повышение содержания 
фосфорилированных  Cer, Sph и их производ-
ных. Это обеспечивает благоприятные условия 
для пролиферации опухолевых клеток и повы-
шает их выживаемость.

• Для отдельных типов опухолевых клеток 
наблюдается повышенное содержание 
сульфатидов на поверхности мембран, что 
способствует развитию и распростране-
нию метастазов.

• Большинство опухолевых клеток характе-
ризуется повышенным содержанием S1P 
и  C1P; высокая концентрация этих фос-
фатов способствует активации клеточной 
пролиферации, стимулирует метастазиро-
вание. В  случае с  S1P  – во многом благо-
даря активации ангиогенеза.

• Изменение баланса DhCer/Cer в пользу 
первого приводит к активной клеточной 
пролиферации и развитию метастазов во 
многих типах опухолей. Изменение балан-
са в пользу  Cer оказывает противополож-
ный эффект.

• Для всех опухолевых клеток изменение 
состава клеточной мембраны как результат 
деградации обычных липидов приводит к 
перестройке отдельных участков мембра-
ны, включая рафты, что ведёт к «выпаде-
нию» из мембраны специфических рецеп-
торов. Такого рода перестройки приводят 
к ингибированию апоптоза и активной 
пролиферации.
Очевидно, что структуры сфинголипидов 

очень сложны и разнообразны, так же, как и 
спектр их функций. Развитие липидомики и 
биоаналитических технологий с каждым днём 
расширяет наши представления об этом классе 
соединений и их производных, хотя по-преж-
нему отсутствуют чёткие детальные представ-

ления о роли отдельных молекул и механизме 
их участия в опухолевой прогрессии. С  одной 
стороны, многое известно о синтезе и распаде 
сфинголипидов, с другой – полное понимание 
способов регуляции всё ещё не сформировано. 
Экспериментальная работа в этой области ве-
дёт к открытию новых изоформ уже известных 
ферментов, участвующих в синтезе и распаде 
сфинголипидов. Открытие белков-перенос-
чиков сфинголипидов объяснило современ-
ную модель невезикулярного транспорта этих 
молекул. Эти белки, вероятно, являются лишь 
первыми представителями большого класса 
белков-переносчиков сфинголипидов, регу-
лирующих транспорт в определённые клеточ-
ные компартменты, и их участие в регуляции 
может оказаться чрезвычайно существенным. 
Требуется активная исследовательская работа, 
чтобы понять, как согласуются действия раз-
личных ферментов и транспортных белков, 
что определяет сфинголипидный состав плаз-
матической мембраны и субклеточных орга-
нелл, какие факторы вызывают дисбаланс и 
приводят к развитию и прогрессии опухолей.
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METABOLISM OF SPHINGOLIPIDS IN TUMOR CELLS

Review

V. S. Pokrovsky*, V. I. Ivanova-Radkevich, and O. M. Kuznetsova

Peoples Friendship University of Russia (RUDN University), 
117198 Moscow, Russia; e-mail: pokrovskiy-vs@rudn.ru

Sphingolipids are a diverse family of complex lipids, in which the determining component is sphingoid base, 
usually bound to a fatty acid by an amide bond. The metabolism of sphingolipids has long remained on the 
periphery of biochemical research. Recently, it has begun to attract more and more attention due to the 
diverse and often multidirectional effects of sphingolipids with a similar chemical structure. Sphingosine and 
ceramides (N-acylsphingosines), as well as their phosphorylated derivatives (sphingosine-1-phosphate and 
ceramide-1-phosphates) play the role of signaling molecules. Ceramides can cause apoptosis, regulate the 
stability of cell membranes and the cellular response to stress. In general, ceramides and sphingoid bases 
as signaling molecules slow down anabolic and accelerate catabolic reactions, suppressing cell proliferation. 
Phosphorylated derivatives of ceramide-1-phosphate and sphingosine-1-phosphate, on the contrary, stim-
ulate cell proliferation and division. The significant participation of sphingolipids in the regulation of apop-
tosis and cell division processes makes them critically important compounds regulating tumor progression. 
The enzymes of sphingolipid metabolism and the receptors of the corresponding sphingolipids can be con-
sidered as targets for antitumor therapy. This review aims to highlight the main pathways of metabolism of 
sphingolipids in human cells, with special emphasis on the known features of their metabolism in tumor cells.

Keywords: sphingolipids, tumor, ceramide, dihydroceramide, sphingomyelin, sphingosine-1-phosphate, proliferation, 
cancer
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Механизмы канцерогенеза имеют необычайно сложный характер. Множество игроков обуслов-
ливают сценарий злокачественной трансформации клеток, опухолевый рост и метастазирование. 
В  последние десятилетия все больше внимания уделяется роли симбиотической человеку мик-
робиоты в регуляции метаболизма и функционирования иммунной системы организма хозяина. 
Такой симбиоз макроорганизма и его микроорганизмов объединили в понятие холоорганизма. 
В процессе коэволюции участников холоорганизма формировались пути их взаимодействия, а ме-
таболиты микробиоты приобрели особую роль  – сигнальных молекул и основных регуляторов 
молекулярных взаимодействий в холоорганизме. Вовлекаясь в сигнальные пути хозяина, бактери-
альные метаболиты оказались обязательными участниками как физиологических, так и патологи-
ческих процессов, включая опухолевый рост. При этом эффекты сигнальных метаболитов зача-
стую имеют разнонаправленный характер, проявляющийся в воздействии как на функции клеток 
хозяина, так и на метаболическую активность и состав микробиома. В настоящем обзоре рассмат-
ривается роль некоторых микробиотических метаболитов в индукции и профилактике процесса 
злокачественной трансформации клеток в организме хозяина, а также их влияние на эффектив-
ность противоопухолевой терапии. Мы постарались обратить внимание читателя на роль неко-
торых компонентов молекулярного оркестра микробных метаболитов в инициации и прогрессии 
опухолевого роста.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: микробиота, канцерогенез, сигнальные метаболиты, рак.

DOI: 10.31857/S0320972523070023, EDN: FUVBHO

Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода; ВтЖК – вторичные желчные кислоты; ДК – дендрит-
ные клетки; ДХК – дезоксихолевая кислота; КЦЖК – короткоцепочечные жирные кислоты; ЛПС – липополисахарид; 
ЛХК – литохолевая кислота; ОСК – опухолевые стволовые клетки; AhR – арилгидрокарбоновые рецепторы; CAR – 
конститутивный андростановый рецептор; FXR – ядерный фарнезоидный Х-рецептор; GPR41 и GPR43 – рецепторы, 
ассоциированные с G-белком; IDO1  – индоламинпиррол-2,3-диоксигеназа  1 (Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase); 
NKT-клетки  – естественные клетки-киллеры; TGR5 (GPBAR1)  – ассоциированный с G-белком рецептор желчных 
кислот 1; TLR – толл-подобный рецептор (toll-like receptor); Treg – регуляторные Т-клетки.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Молекулярные механизмы канцерогенеза и 
патогенеза злокачественных новообразований 
имеют сложный и вместе с тем индивидуаль-
ный характер [1]. Множество факторов, вклю-
чая генетические и эпигенетические особенно-
сти, возраст, образ жизни, особенности диеты, 

наличие вредных привычек, воздействие усло-
вий среды (действие ультрафиолетового или 
ионизирующего излучения, химических суб-
станций и  др.), определяют инициацию зло-
качественной трансформации клеток и спо-
собствуют прогрессивному росту опухоли  [1]. 
Нарастающее количество публикаций подчер-
кивает ключевую роль молекулярно- генети-
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ческих исследований при подборе таргетной 
терапии  [2]. В  последние годы появляется все 
больше доказательств способности микро-
биоты оказывать влияние на злокачествен-
ную трансформацию клеток на метаболом-
ном и молекулярно-генетическом уровнях. 
Все больше исследований посвящается изуче-
нию влияния симбиотической микробиоты на 
метаболизм хозяина. Развиваясь в процессе 
эволюции параллельно организму хозяина, 
микробиота во многом формировала фено-
типы наших предков [3]. Сопряжение метабо-
лизма макроорганизма и микробиоты, а также 
унификация сигнальных молекул, используе-
мых для коммуникации и регуляции совмест-
ного метаболизма холоорганизма, привели к 
значимой вовлеченности микроорганизмов, 
а точнее  – их метаболитов, в патогенез мно-
гих заболеваний человека. В  первую очередь, 
к таким заболеваниям относятся метаболиче-
ские расстройства  – ожирение, неалкоголь-
ная жировая инфильтрация печени, дислипи-
демии, инсулинорезистентность и сахарный 
диабет 2-го типа  [4]. Однако развитие ряда 
онкозаболеваний также ассоциировано с воз-
действием микроорганизмов  [5]. Несмотря на 
то что Международное агентство по исследо-
ванию рака  (IACR) в настоящее время выде-
ляет только 11  инфекционных агентов (виру-
сы Эпштейн-Барра, гепатита  В и  С, саркомы 
Капоши (герпес-вирус 8-го типа), иммуно-
дефицита человека (ВИЧ), папилломавирус 
типа  16, человеческий Т-клеточный лимфо-
тропный вирус типа  1 (HTLV-1), Helicobacter 
pylori, Clonorchis sinensis, Opisthorchis viverrini и 
Schistosoma haematobium), относящихся к пер-
вой группе канцерогенных возбудителей (то 
есть микробов, запускающих процесс злокаче-
ственной трансформации в клетках организ-
ма-хозяина) [6], участие других микроорганиз-
мов, входящих в экосистему комменсальной 
микробиоты, является не менее значимым в 
процессе канцерогенеза. Способы, с помо-
щью которых микробиота влияет на процесс 
злокачественной трансформации клеток, будь 
то повышение или снижение риска развития 
заболеваний для хозяина, можно разделить на 
три основные группы: (1)  изменение балан-
са между пролиферацией и гибелью клеток 
хозяина, (2)  модуляция функций иммунной 
системы и  (3)  влияние на образование мета-
болитов, синтезируемых организмом хозяина, 
поступающих с пищей и образуемых самой 
микробиотой [6].

В настоящем обзоре мы задались целью 
кратко рассмотреть роль комменсальной мик-
робиоты, а именно ее метаболитов, в индук-

ции и профилактике процесса канцерогенеза 
в организме хозяина, а также их влияние на 
эффективность противоопухолевой терапии.

МИКРОБИОТИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ 
КАК МУТАГЕНЫ И РЕГУЛЯТОРЫ 

ПРОЛИФЕРАЦИИ КЛЕТОК 
ОРГАНИЗМА-ХОЗЯИНА

В процессе эволюции у многих микроор-
ганизмов возникли механизмы повреждения 
ДНК, позволяющие уничтожать конкурентов 
и, таким образом, выживать в микробном мире. 
Однако в клетках хозяина эти микробные за-
щитные факторы могут выступать в роли му-
тагенов, тем самым способствуя канцероге-
незу. Примерами могут служить колибактин, 
экспрессируемый Escherichia coli группы  B2, 
а также другими энтеробактериями  [6], ток-
син Bacteroides fragilis  (Bft), продуцируемый 
энтеротоксигенными B.  fragilis, и цитолеталь-
ный токсин растяжения  (CDT), продуцируе-
мый многими грамотрицательными бактерия-
ми, такими как E. coli, Shigella dysentery и H. py-
lori  [7]. Известно, что и колибактин, и CDT 
могут вызывать повреждения двухцепочечной 
ДНК, хромосомную нестабильность и про-
мотировать процесс сенесценции в эукарио-
тических клетках [8, 9]. Токсин Bft, напротив, 
действует косвенно стимулируя образование 
активных форм кислорода  (АФК), которые, 
образуясь в высоких концентрациях, повреж-
дают ДНК хозяина, опережая действие меха-
низмов ее репарации [7].

Некоторые белки, экспрессируемые ком-
менсальными микроорганизмами, могут ак-
тивировать сигнальные пути, регулирующие 
пролиферацию, выживание, миграцию эука-
риотических клеток. Примером такого факто-
ра является белок  CagA, кодируемый цитоток-
син-ассоциированным  геном  А (СagA, cyto-
toxin associated gene) и экспрессируемый онко-
генными штаммами H.  pylori типа  1; по сути, 
он является фактором вирулентности H.  py-
lori  [10]. Проникая в цитоплазму клеток хо-
зяина, CagA аберрантно активирует β-кате-
нин, тем самым запуская сигнальный путь Wnt 
и приводя к активации транскрипции ге-
нов, участвующих в поддержании стволовых 
свойств клеток, пролиферации, миграции, 
иными словами – процессах, необходимых для 
поддержания злокачественного роста. Схожим 
образом представитель микробиоты полости 
рта Fusobacterium nucleatum, связанный с раз-
витием колоректальной аденомы и аденокар-
циномы человека, экспрессирует белок FadA 
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(Adhesin A), который является фактором адге-
зии на поверхности бактериальных клеток, но 
одновременно с этим может связывать E-кад-
герин хозяина, что приводит к активации 
β-катенина  [11]. Штаммы Salmonella typhi се-
кретируют белок AvrA  – эффекторный белок, 
обусловливающий взаимодействие бактери-
ального патогена с организмом хозяина, кото-
рый также может активировать передачу сиг-
налов через β-катенин и связан с развитием 
гепатобилиарного рака [12].

Феномен активации сигнального пути 
Wnt/β-катенина отражает процесс конвергент-
ной эволюции микробиоты и клеток хозяина 
и, вероятно, связан с приспособительными ре-
акциями микроорганизмов для создания новой 
ниши обитания. Но, с другой стороны, при-
сутствие бактерий, потенцирующих рак, и их 
способность взаимодействовать с Е-кадгери-
ном в развивающихся опухолях указывает на 
то, что нарушение барьерной функции тка-
ней хозяина является критическим шагом в 
развитии некоторых типов злокачественных 
опухолей. В  подтверждение вышесказанному 
можно привести тот факт, что производство 
аммиака H.  pylori разрушает плотные клеточ-
ные соединения, нарушает клеточную целост-
ность и, соответственно, повреждает эпителий 
желудка. Недавно сообщалось, что уреаза спо-
собствует росту опухоли и ее метастатическо-
му распространению, индуцируя ангиогенез, 
и играет ключевую роль в прогрессировании 
рака желудка [10]. Таким образом, до 20% слу-
чаев онкопатологий связаны с мутагенными 
воздействиями патогенных бактерий, и еще 
больше – с дисбалансом кишечной микробио-
ты (дисбиозом) [13].

ОНКОГЕННАЯ РОЛЬ 
МИКРОБНЫХ МЕТАБОЛИТОВ

Другим путем воздействия микробиоты 
на процесс злокачественной трансформации 
клеток организма-хозяина является модуляция 
работы иммунокомпетентных клеток. В  про-
цессе коэволюции системы «хозяин–микро-
биота» возникали не только взаимовыгодные 
отношения, но и формировались барьеры, не 
допускающие патологического воздействия 
симбионтов на макроорганизм. Опухолевая 
трансформация и воспалительные заболева-
ния могут возникать тогда, когда барьеры раз-
рушаются, а микробы и иммунная система 
оказываются в таких условиях и средах, в ко-
торых они не эволюционировали совместно. 
Как только барьеры нарушены, микробные 

метаболиты могут особенным образом влиять 
на иммунные реакции в развивающемся микро-
окружении опухоли, оказывая провоспалитель-
ное и/или иммуносупрессивное воздействие. 
С  другой стороны, результатом длительного 
сосуществования симбиотических микро- и 
макроорганизмов является продукция бакте-
риальными клетками протективных (противо-
воспалительных и противоопухолевых) моле-
кул, позволяющих защитить организм хозяина 
от роста злокачественной опухоли, тем самым 
обеспечив совместное выживание всего холо-
организма.

Желчные кислоты. Вторичные желчные 
кислоты  (ВтЖК) являются важными метабо-
литами, образующимися в результате кишеч-
ной микробной ферментации первичных желч-
ных кислот. К  основным ВтЖК относятся 
дезоксихолевая кислота  (ДХК), литохолевая 
кислота  (ЛХК) и урсодезоксихолевая кисло-
та  (УДХК). В  кишечнике ВтЖК могут влиять 
на структуру микробиотических сообществ [14, 
15]. Ряд исследований продемонстрировал, что 
ВтЖК выступают в роли важнейших регуля-
торных молекул, которые могут активировать 
множество сигнальных путей [16, 17]. Под дей-
ствием ВтЖК может происходить индукция 
пролиферации опухолевых клеток и ингиби-
рование их апоптоза, стимуляция инвазии и 
метастазирования, а также индукция транс-
формации злокачественных клеток в опухоле-
вые стволовые клетки  (ОСК)  [16]. Более того, 
ВтЖК способствуют канцерогенезу, регулируя 
функцию иммунных клеток [17]. Примечатель-
но, что пищевой рацион с высоким содержа-
нием жиров повышает относительную числен-
ность сульфатредуцирующих бактерий (таких 
как Desulfovibrio vulgaris), которые образуют 
проканцерогенные ЛХК и ДХК [18].

ВтЖК реализуют свои эффекты через 
ядерный фарнезоидный Х-рецептор (FXR), 
рецептор  1 желчных кислот, связанный с 
G-белком (GPBAR1, иначе  TGR5), рецептор 
витамина D (VDR), прегнан Х-рецептор (PXR) 
и конститутивный андростановый рецептор 
(CAR)  [19, 20]. При этом первичные желчные 
кислоты в основном активируют FXR, а ВтЖК 
активируют TGR5 [21]. Активация TGR5 при-
водит к увеличению пролиферации клеток 
кишечника, способствует повреждению ДНК 
и индуцирует клеточную сенесценцию, при-
водя к формированию секреторного фено-
типа, ассоциированного со старением  (SASP) 
[21]. Более того, ВтЖК, воздействуя на TGR5, 
могут ингибировать функции естествен-
ных клеток-киллеров  (NKT-клеток), В-кле-
ток, дендритных клеток  (ДК) и макрофагов. 
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Так, ДХК и  ЛХК могут ингибировать акти-
вацию макрофагов селезенки и кишечника, 
которая индуцируется толл-подобным рецеп-
тором-4 (TLR4)  [22]. Они также могут инги-
бировать секрецию интерлейкина-6 (IL-6), 
интерферона-γ (IFN-γ), фактора некроза опу-
холи-α (TNF-α) и индуцировать поляриза-
цию противоопухолевых макрофагов  M1 на 
проканцерогенные макрофаги  M2  [23]. ДХК 
и  ЛХК подавляют секрецию TNF-α и IL-12, 
тем самым ингибируя функцию ДК [19]. ВтЖК 
могут ингибировать функцию В-клеток, кото-
рые проявляют противоопухолевое действие 
за счет секреции антител, а также фагоцито-
за и активации системы комплемента  [24]. 
ДХК и ЛХК могут ингибировать секрецию IL-6 
и подавлять созревание В-клеток, тем са-
мым снижая уровни иммуноглобулинов (IgE 
и  IgG)  [22]. Известно, что NKT-клетки секре-
тируют IFN-γ и TNF-α для стимуляции апоп-
тоза опухолевых клеток  [25]. Однако ДХК 
и ЛХК ингибируют секрецию IFN-γ и TNF-α, 
тем самым подавляя и функцию NKT-кле-
ток  [23]. Кроме того, ДХК и  ЛХК могут сти-
мулировать секрецию IL-10 NKT-клетками, 
что приводит к подавлению секреции TNF-α 
и активности Т-лимфоцитов [26]. ВтЖК могут 
усиливать функцию регуляторных Т-клеток 
(Treg), которые, как известно, способствуют 
формированию иммуносупрессивного мик-
роокружения и прогрессированию опухоли. 
Foxp3 является одним из ключевых факторов 
транскрипции семейства белков FOX, контро-
лирующих развитие и функцию Treg [27]. Про-
изводное ЛХК  – изоаллоЛХК  – может уве-
личивать экспрессию Foxp3 в наивных CD4+ 
T-клетках за счет повышения продукции АФК 
в митохондриях  [28]. Установлено, что ВтЖК 
могут связываться не только с  TGR5, но и с 
FXR  – ядерными рецепторами, экспрессиру-
ющимися главным образом в кишечнике, пе-
чени и иммунных клетках  [22]. Макрофаги и 
ДК экспрессируют как TGR5, так и FXR, тогда 
как NKT-клетки экспрессируют только  FXR. 
Активация этих рецепторов желчными кис-
лотами заставляет макрофаги продуцировать 
больше IL-10 и меньше IL-6 и IFN-γ, ДК  – 
продуцировать меньше TNF-α и IL-12, а есте-
ственные клетки-киллеры  – продуцировать 
меньше остеопонтина [22].

Таким образом, сигнальная функция ВтЖК 
связана с более высоким риском развития коло-
ректального рака, а также некоторых внекишеч-
ных опухолей – рака печени, поджелудочной же-
лезы, пищевода, рака легкого и желудка [29–33].

Однако следует отметить, что в националь-
ном когортном исследовании на Тайване были 

показаны онкопротективные свойства синте-
тической УДХК в отношении развития коло-
ректального рака [34].

Липополисахарид (ЛПС). ЛПС с его внут-
ренним компонентом, липидом  А, является 
наиболее эффективным защитным токсином 
клеточной стенки грамотрицательных бак-
терий и обусловливает провоспалительное 
действие на организм хозяина  [35]. Просвет 
кишечника  – среда обитания многих трил-
лионов комменсальных бактерий  – является 
основным резервуаром ЛПС в организме чело-
века  [36]. Интересно, что воздействие ЛПС на 
апикальные, но не базолатеральные, рецеп-
торы эпителиальных клеток кишечника ин-
дуцирует их апоптоз посредством активации 
каспазы-3 и стимулирует разрушение плотных 
соединений ZO-1 (каркасный белок плотного 
соединения zonula occludens-1), тем самым по-
вышая проницаемость эпителия. При транс-
портировке в плазме крови ЛПС связывается 
либо с ЛПС-связывающим белком  (LBP), 
либо с липопротеинами плазмы и вызывает 
системное воспаление  [37]. ЛПС  участвует в 
онкогенном процессе посредством множе-
ства механизмов. ЛПС может стимулировать 
TNF-α, что впоследствии приводит к рекрути-
рованию внутриклеточного ядерного фактора 
транскрипции-κB (NF-κB) с последующим 
высвобождением хемокинов и воспалитель-
ных цитокинов, включая IL-1β, IL-6, IL-8 
и TNF-α, а также повышению уровня экс-
прессии индуцируемой синтазы оксида азота 
(iNOS) и, соответственно, уровня проокси-
данта – NO [38]. TNF-α отвечает за активацию 
различных сигнальных путей внутри клеток, 
ведущих к некрозу или апоптозу, поэтому иг-
рает ключевую роль в устойчивости к инфек-
циям и раку [39]. Активация TLR4-зависимого 
сигнального пути FAK/MyD88/IRAK4 контро-
лирует вызванное  ЛПС воспаление кишечни-
ка и проницаемость плотных соединений [39].

При этом было установлено, что повы-
шение ЛПС в сыворотке крови увеличивает 
не только риск развития рака предстательной 
железы, но и повышает скорость метаста-
зирования опухолевых клеток  [40]. Так, при 
колоректальном раке были обнаружены ста-
тистически значимые отличия в концентра-
ции ЛПС в ткани опухоли без метастазов и с 
метастазами в регионарные лимфатические 
узлы  [36, 41]. ЛПС значительно увеличивает 
подвижность опухолевых клеток и способству-
ет лимфангиогенезу. Кроме того, установлено, 
что ЛПС дозозависимо увеличивает экспрес-
сию ангио- и лимфогенного фактора  – фак-
тора роста эндотелия сосудов  С (VEGF-C). 
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Также было показано, что сигнальные пути 
TLR4/NF-κB/JNK были активированы ЛПС 
для непосредственного повышения экспрес-
сии VEGF-C [41]. Выступая в качестве тригге-
ра воспалительных реакций, ЛПС был связан 
с патогенезом рака, включая развитие опу-
холей тучных клеток желудочно-кишечного 
тракта [42] (рисунок).

В ряде исследований было продемонстри-
ровано, что различные микробные метабо-
литы  – агонисты  TLR4, действующие путем 
активации сигнальных путей, ассоциирован-
ных с  TLR4, играют ключевую роль в регуля-
ции выживания и прогрессирования роста 
опухолевых клеток при раке толстой кишки, 
поджелудочной железы, печени и молочной 
железы  [43,  44]. Так, гиперэкспрессия  TLR4 
была установлена при колоректальном раке: 
это способствовало повышению пролифера-
ции клеток, защите злокачественных клеток 
от апоптоза, повышению инвазии и метаста-
зирования, а также созданию благоприятного 
для опухоли клеточного микроокружения. 
Более того, в последние годы все больше вни-
мания уделяется изучению регуляции пере-
дачи сигналов через TLR4 в контексте онко-
генеза, связанного с колитом [44].

Триптофан и его катаболиты. Метаболизм 
триптофана (Тrp) через кинурениновый путь и 
микробное превращение Тrp в индольные со-

единения имеет основополагающее значение 
для здоровья хозяина и особенно критичен 
при канцерогенезе толстой кишки  [45]. Мик-
робное сообщество является ключевой частью 
микроокружения опухоли и влияет на инициа-
цию злокачественной трансформации, про-
грессию опухолевого роста и ответ на лечение. 
Изменения в метаболизме  Тrp начинаются на 
ранней стадии опухолевого роста как адаптив-
ный механизм, позволяющий злокачествен-
ным клеткам избегать иммунного надзора и 
метастазировать [46].

Одним из ключевых ферментов, ограни-
чивающих скорость катаболизма  Тrp, явля-
ется индоламин-2,3-диоксигеназа  1 (IDO1), 
который присутствует у Firmicutes  [47]. Наи-
более активно IDO1 экспрессируется у родов 
Clostridium, Lachnoclostridium, Ruminoclostridium 
и Roseburia  [47]. Активирующее влияние на 
экспрессию IDO1 оказывают провоспалитель-
ные цитокины – IFN-γ, TNF-α, простагланди-
ны, липополисахариды [48]. IDO1 превращает 
Тrp в N-формилкинуренин с его последую-
щей быстрой трансформацией в кинуренин, 
первый стабильный катаболит в данном пути. 
Затем из кинуренина образуются различные 
метаболиты, которые регулируют активность 
иммунных клеток [48].

Кинуренин регулирует иммунный гомео-
стаз в организме хозяина  [49]. Эти эффекты 
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реализуются за счет уменьшения количества 
активированных Т-клеток, ДК и NKT-клеток, 
а также индукции апоптоза клеток  Th1 для 
контроля чрезмерной воспалительной реак-
ции [45]. Каждый нижестоящий метаболит ки-
нуренина выполняет определенные функции. 
Кинуреновая кислота вызывает противовос-
палительный ответ благодаря своим антиокси-
дантным свойствам, в то время как пиколи-
новая кислота проявляет противоопухолевую 
активность, подавляя активацию Т-клеток и 
c-Myc (протоонкогенный белок Myc, фактор 
транскрипции). При этом сам c-Myc ускоряет 
поглощение  Тrp в раковых клетках толстой 
кишки путем усиления экспрессии транспор-
теров Тrp (SLC7A5 и SLC1A5) [45].

Кроме того, 3-гидроксиантралиновая и 
хинолиновая кислоты могут действовать как 
токсины, в том числе при раке толстой киш-
ки  [46]. Установлено, что при опухолевом ро-
сте повышаются активность IDO1, арилформ-
амидазы и уровень кинуренина  [50]. Важно 
отметить, что сывороточные концентрации 
кинуренина у онкобольных выше, по сравне-
нию со здоровыми людьми. В то же время экс-
прессия и активность ферментов дальнейшего 
превращения кинуренина не изменяется при 
опухолевом росте, что позволяет предполо-
жить, что кинуренин является доминантным 
метаболитом обмена  Тrp, повышенным при 
колоректальном раке [50].

Повышенные уровни кинуренина способ-
ствуют онкогенезу преимущественно двумя 
путями: 1)  часть продуцируемого кинуренина 
может непосредственно индуцировать инак-
тивацию Т-клеток и апоптоз, что приводит к 
уклонению от иммунного надзора; 2)  остав-
шийся кинуренин может конститутивно 
активировать арилгидрокарбоновые рецеп-
торы (AhR), что активирует транскрипцию ге-
нов, ответственных за ускользание опухоли от 
иммунного надзора, а также пролиферацию и 
метастазирование злокачественно трансфор-
мированных клеток. Таким образом, сигналь-
ный путь кинуренин/AhR является одним из 
основных факторов, способствующих разви-
тию рака толстой кишки [46, 50].

При этом следует указать, что повышение 
системного уровня кинуренина характерно 
для больных с опухолями различной лока-
лизации. Многие исследователи связывают 
этот факт со стимуляцией экспрессии  IDO1 
провоспалительными цитокинами, уровень 
которых повышается в организме при зло-
качественном опухолевом росте. Более того, 
у больных раком толстой кишки было обна-
ружено снижение содержания индола и повы-

шение микробиотической продукции кинуре-
нина в кале [45]. Примечательно, что введение 
кинурениназы, фермента, который разрушает 
кинуренин, останавливает рост опухоли [51].

Недавно было показано, что добавки бу-
тирата способствует снижению экспрессии 
IDO1 – таким образом, можно предположить, 
что комменсальные бактерии контролируют 
метаболизм  Тrp и, соответственно, образова-
ние кинуренина через обмен короткоцепочеч-
ных жирных кислот (КЦЖК) [47].

Из индольных производных обмена  Тrp 
наиболее представленными в кишечнике яв-
ляются: индол-3-ацетамид, индол-3-ацетальде-
гид, индол-3-пируват, индол-3-альдегид, ин-
дол-3-ацетат, триптамин, индол-3-пропионо-
вая кислота и индол-3-акриловая кислота. 
Индол и производные индола, помимо того, 
что являются критическими компонентами 
бактериального метаболизма, играют важную 
связующую и сигнальную роль между функ-
циями хозяина и микробиоты. В  микробных 
сообществах кишечника продукция индола 
влияет на образование спор, стабильность 
плазмид, образование биопленки, устойчи-
вость к антибиотикам, деление клеток и виру-
лентность  [52]. В  организме хозяина индолы 
активируют сигнальные пути, которые при-
водят к изменениям барьерной функции ки-
шечного эпителия, снижают проницаемость, 
способствуют иммунной толерантности, вы-
тесняют патогены, уменьшают воспаление и 
контролируют выработку муцина  [53]. Ин-
дольные соединения также могут действовать 
через AhR, обладая как про-, так и противо-
воспалительным действием  [54]. Индолы мо-
гут снижать экспрессию провоспалительных 
факторов  – IL-8 и NF-κB, и способствовать 
экспрессии противовоспалительных цито-
кинов, включая IL-10. Кроме того, индольные 
соединения регулируют гомеостаз кишеч-
ника посредством индукции секреции IL-22, 
что улучшает барьерную функцию, однако в 
контексте опухолевого роста (поздние стадии 
заболевания) продукция IL-22 может способ-
ствовать прогрессивному развитию новообра-
зования  [55]  (рисунок). Большинство индо-
лов и их производных оказывают защитные 
эффекты против воспалительных заболеваний 
кишечника, которые зачастую предшествуют 
развитию рака [52].

При изучении противоопухолевого влия-
ния Lactobacillus gallinarum было установлено, 
что данные микроорганизмы гиперпроду-
цируют Trp и индол-3-лактат и, таким обра-
зом, подавляют рост клеток колоректального 
рака [56]. Также на клеточных культурах было 
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показано, что обработка опухолевых клеток 
индол-3-лактатом увеличивала их апоптоз, а 
применение агонистов AhR уменьшало про-
тивоопухолевое действие индол-3-лактата.

Было установлено, что избыточное упо-
требление пищевого холестерина снижает 
количество нормальных представителей мик-
робиоты кишечника  – Bacteroides и Bifidobac-
terium, что сопровождается снижением индол-
3-пропионата и развитием жировой инфиль-
трации печени и в конечном счете – развити-
ем гепатоцеллюлярной карциномы [57].

Короткоцепочечные жирные кислоты. 
КЦЖК являются важными посредниками ме-
таболического сопряжения между кишечной 
микробиотой и организмом-хозяином. КЦЖК 
могут воздействовать не только на толстую 
кишку, но и на различные органы и системы 
через системный кровоток.

В недавних эпидемиологических исследо-
ваниях было установлено, что развитие рака 
желудка и молочной железы коррелирует с 
низким содержанием КЦЖК в кале  [58]. Так-
же недавние клинические исследования про-
демонстрировали, что концентрация КЦЖК 
в стуле больных с колоректальным раком 
ниже по сравнению со здоровыми людьми. 
Исследователи объясняют данное наблюде-
ние снижением содержания бактерий, синте-
зирующих КЦЖК, таких как Lachnospiraceae, 
Roseburia spp., Bifidobacterium spp., у больных с 
раком данной локализации [59].

Установлено, что КЦЖК могут значи-
тельно снизить риск развития злокачествен-
ного новообразования путем ингибирования 
роста и миграции клеток, подавления гисто-
новых деацетилаз  (HDAC) и индукции апоп-
тоза [60]. К основным КЦЖК относятся бути-
рат, ацетат и пропионат [61]. Установлено, что 
после внутриклеточного связывания бутирата 
с HDAC их ферментативная активность подав-
ляется, что приводит к гиперацетилированию 
гистонов и изменению экспрессии генов. Так-
же бутират может подавлять рост опухолевых 
клеток путем активации остановки клеточ-
ного цикла и апоптоза. Так, в исследовании 
на мышах, которых колонизировали диким 
типом бутират-продуцирующих бактерий и 
которых вскармливали специальной диетой, 
содержащей пищевые волокна, установили 
подавление опухолевого роста при условии 
применения азоксиметана и декстрансульфата 
натрия в качестве терапевтических средств [62]. 
Согласно результатам этого исследования, гли-
колитический метаболизм опухолевых клеток 
приводит к снижению метаболизма бутирата 
и его усиленному накоплению в ядре. Высо-

кие внутриядерные уровни бутирата увеличи-
вали ацетилирование гистонов и приводили 
к усилению апоптоза и снижению клеточной 
пролиферации. С другой стороны, в мышиной 
модели онкогенеза кишечника, вызванного 
мутациями в генах регулятора сигнального 
пути  Wnt  (Apc) и опухолевого супрессора, от-
ветственного за репарацию ДНК (Msh2), мик-
робиота и бутират оказывали стимулирующее 
действие на опухолевый рост  [63]. Основным 
эффектом бутирата в этой модельной системе 
было стимулирование гиперпролиферации 
Msh2-дефицитных эпителиальных клеток. Та-
ким образом, эффекты  КЦЖК обусловлены 
их способностью специфически активировать 
определенные сигнальные пути и зависят от 
генетических особенностей трансформирован-
ных клеток и от концентрации бутирата. Эти 
исследования еще раз указывают на значи-
мость правильной интерпретации результатов 
анализа микробиома и геномики опухолевых 
клеток для формирования адекватных дие-
тических рекомендаций для снижения риска 
развития злокачественных новообразований.

Бутират может влиять на другие процессы, 
участвующие в эпигенетической регуляции, 
включая фосфорилирование и метилирование 
гистонов, метилирование ДНК и гиперацети-
лирование негистоновых белков [13]. Установ-
лено, что диета с бутиратом натрия уменьшает 
диарею за счет снижения проницаемости ки-
шечника, так как повышает экспрессию бел-
ков плотных контактов – клаудина-3 и окклю-
дина [64].

Наиболее важными микробными группа-
ми, продуцирующими бутират, являются Fae-
cal ibacterium prausnitzii и Eubacterium rectal [65]. 
Бутират используется митохондриями коло-
ноцитов, что помогает поддерживать здоро-
вый энергетический баланс данных клеток 
и способствует их пролиферации  [66]. Кро-
ме того, бутират индуцирует экспрессию гена 
P21, ингибируя сигнальный путь транскрип-
ционного фактора AP-1 и увеличивая фос-
форилирование протоонкогена c-Fos и ми-
тоген-активируемой киназы ERK1/2  [67]. 
Бутират-зависимая активация пути Akt/mTOR 
в клеточной линии гепатоцеллюлярной карци-
номы приводит к активации экспрессии ауто-
фагических белков (беклина 1, ATG 5, LC3-II) 
и аутофагии, индуцированной АФК [68, 69].

Кроме того, бутират подавляет экспрес-
сию микроРНК-92a (miR-92a) через c-Myc, 
что снижает пролиферацию клеток рака тол-
стой кишки и стимулирует апоптоз  [7]. Тогда 
как гиперэкспрессия miR-92a при раке тол-
стой кишки способствует росту и инвазии 

3*
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путем нацеливания на kruppel-подобный фак-
тор 4 (KLF4) и нижестоящий p21, а снижение 
miR-92a может вызывать апоптоз раковых кле-
ток [7].

КЦЖК способны опосредовать иммуно-
регуляцию через Treg, поэтому проявляют про-
тивовоспалительные и антиканцерогенные эф-
фекты [21].

Ацетат и пропионат могут связываться 
с рецепторами, которые ассоциированы с 
G-белком – GPR41 и GPR43. Как и в случае с 
бутиратом, стимулированные через GPR41/43 
ацетатом и пропионатом клетки могут запу-
скать сигнальный путь, предотвращающий 
воспаление и снижающий риск злокачествен-
ной трансформации. Противовоспалительные 
эффекты  КЦЖК, обусловленные активацией 
GPR41/43, показаны на клетках почечного 
эпителия человека. Так, согласно результатам 
исследования, КЦЖК  снижали стимулирую-
щую TNF-α продукцию хемоаттрактантного 
белка-1 моноцитов (MCP-1) за счет ингиби-
рования фосфорилирования p38 и JNK. Также 
было показано, что регуляция воспаления в 
клеточных линиях человека (HeLa, HEK293) 
может осуществляться за счет десенсибили-
зации GPR41/43 под влиянием β-аррестинов. 
В случае GPR43 β-аррестин блокировал дегра-
дацию комплекса NF-κB с белком-ингибито-
ром IκB и ядерную транслокацию NF-κB, что 
приводило к снижению экспрессии провоспа-
лительных цитокинов – IL-6 и IL-1β [70].

Суммируя все вышеизложенное, можно 
отметить, что КЦЖК могут активировать раз-
личные клеточные механизмы, связанные с 
профилактикой канцерогенеза. Это влияние 
связано с регуляцией сигнальных путей, фак-
торов транскрипции и состояния эпигенома. 
КЦЖК могут выступать не только как лиганды 
для трансмембранных рецепторов, но и спо-
собны проникать в клетку и напрямую взаимо-
действовать с внутриклеточными мишенями. 
Однако важно учитывать, что эффекты КЦЖК 
могут меняться на противоположные (прокан-
церогенные) при наличии определенных гене-
тических особенностей опухолевых клеток, а 
также в зависимости от концентрации КЦЖК 
в опухолевом микроокружении (рисунок).

ВЛИЯНИЕ МИКРОБИОТИЧЕСКИХ 
МЕТАБОЛИТОВ НА УСПЕХ 

ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ ТЕРАПИИ

Микробиота кишечника значимо влияет 
на эффективность химиотерапии. В  химиоте-
рапевтической практике для лечения некото рых 

злокачественных новообразований желудочно- 
кишечного тракта используется препарат на 
основе платины  – оксалиплатин. На  его эф-
фективность влияет взаимодействие микро-
биоты кишечника и иммунной системы хо-
зяина. Микробиота кишечника стимулирует 
миелоидные клетки для производства  АФК 
на высоком уровне, а возникающий в резуль-
тате их действия внутриопухолевый окисли-
тельный стресс усиливает повреждения  ДНК, 
связанные с оксалиплатином, что и приводит 
к гибели опухолевых клеток [71]. Другим при-
мером зависимого от воздействия микро-
биоты химиопрепарата является циклофосф-
амид  – алкилирующий агент, используемый 
при гематологических злокачественных ново-
образованиях и солидных опухолях. Цикло-
фосфамид может повреждать эпителий тонкой 
кишки, это приводит к нарушению барьерной 
функции, что, в свою очередь, делает возмож-
ным транслокацию кишечных комменсальных 
микроорганизмов во вторичные лимфоидные 
органы, где микробы вызывают повышение 
пула опухоль-ассоциированных антиген-спе-
цифических Th17-лимфоцитов  [72]. Лечение 
антибиотиками предотвращает такую транс-
локацию микробиоты и связанную с ней по-
ляризацию Т-клеток, тем самым ослабляя 
эффективность противоопухолевой химио-
терапии [73].

Успех иммунотерапии (а именно цито-
киновой терапии, таргетной иммунотерапии 
и вакцинотерапии) является одним из самых 
значимых достижений современной онко-
логии  [74]. Учитывая тесные взаимодействия 
микробиоты и иммунной системы, вполне 
ожидаемо, что микробиотические метаболиты 
влияют на ответ клеток хозяина на иммуно-
терапию. В  качестве одного из доказательств 
может служить снижение эффективности имму-
нотерапии CpG-олигонуклеотидами у мышей 
с подкожными опухолями, опосредованное 
дисбиозом, возникающим при применении 
антибиотиков [71]. Учитывая тот факт, что им-
мунотерапия обладает эффективностью при 
меланоме, раке мочевого пузыря, почки и лег-
кого, но не при раке толстой кишки (которая 
наиболее плотно заселена бактериями)  [1, 2, 
75], особенно остро стоит вопрос о том, каким 
образом микробиота способствует успеху им-
мунотерапии.

В исследованиях на мышах было показано, 
что присутствие таких представителей мик-
робиоты кишечника, как Bifidobacterium  spp., 
было способно усиливать эффективность 
анти-PD1 иммунотерапии [76], тогда как Bac-
teroides thetaiotaomicron и B. fragilis были связаны 
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с усилением эффектов ингибиторов CTLA-4 
(клеточный рецептор суперсемейства имму-
ноглобулинов)  [76, 77]. Кроме того, противо-
опухолевая эффективность анти-PD-1/L1 
терапии была связана с несколькими бакте-
риями, включая Akkermansia, Faecalibacterium, 
Clostridia  spp. и Bifidobacterium  spp.  [78]. Эти 
эффекты отчасти обусловлены воздействием 
микробных метаболитов, таких как бутират и 
пропионат. Однако несмотря на то, что в неко-
торых случаях высокие уровни КЦЖК в кале 
были связаны с более длительной выживае-
мостью без прогрессирования или усиленным 
противоопухолевым ответом, высокие систем-
ные уровни  КЦЖК, напротив, ассоцииро-
ваны с плохим ответом на лечение (т.е. неэф-
фективностью терапии)  [79]. Бутират также 
может ограничивать способность дендритных 
клеток индуцировать опухольспецифичные 
Т-клетки и Т-клетки памяти, тем самым огра-
ничивая эффективность иммунотерапии про-
тив CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated 
protein  4)  [80]. Альтернативные пути взаимо-
действия «микробиом–хозяин» в контексте 
иммунотерапии злокачественных опухолей 
включают прямую стимуляцию ДК в лимфа-
тических узлах Akkermansia muciniphila [81] или 
Bacteroides spp. посредством индукции проти-
воопухолевого иммунного ответа Th1 и CD8+ 
T-клеток [77].

Более того, микробиота кишечника, веро-
ятно, влияет и на токсичность иммунотера-
пии, учитывая развитие тяжелого колита у 
некоторых пациентов, получающих таргетную 
терапию  [82] (например, антитела к CTLA-4 
и PD-L1), и значимую роль кишечных микро-
бов в его патогенезе.

МОЛЕКУЛЯРНЫЙ ОРКЕСТР 
МИКРОБИОТИЧЕСКИХ МЕТАБОЛИТОВ 

ПРИ КАНЦЕРОГЕНЕЗЕ

Безусловно, различные метаболиты мик-
робиоты кишечника оказывают разнонаправ-
ленные эффекты в зависимости от их кон-
центрации и наличия и представленности их 
специфических мишеней – рецепторов. Одна-
ко, на наш взгляд, в «метаболомном звездном 
небе», которое, вне сомнения, отличается у 
здоровых людей и у больных со злокачествен-
ными новообразованиями, имеются свои 
характерные «созвездия»  – специфические 
молекулярные сдвиги, которые, согласно «эф-
фекту домино», вовлекаются в слаженный и 
необратимый патологический механизм кан-
церогенеза.

В результате нарушений физиологии хо-
зяина и состава микробиотического сообще-
ства при инициации канцерогенеза коммен-
салы могут оказывать патогенное влияние, что 
приводит к усилению воспаления в кишеч-
нике у хозяина, а также к образованию био-
пленки  [83]. Увеличение Enterococcus faecalis и 
E.  coli усиливают выработку воспалительных 
сигнальных молекул (IFN-γ и IL-4) в клетках 
кишечника, способных индуцировать повы-
шенную экспрессию  IDO1 и изменять мета-
болизм организма больного  [84]. F.  nucleatum 
вызывает значительно большую экспрессию 
провоспалительного цитокина TNF-α, что 
приводит к гиперактивации  IDO1  [84]. F.  nu-
cleatum и Peptostreptococcus anaerobius могут при-
крепляться к опухолевым клеткам через бел-
ки адгезии к клеточной поверхности, акти-
вируя путь  PI3k/Akt, ведущий к повышенной 
пролиферации клеток  [11]. Следует отметить, 
что оба вида микроорганизмов также могут 
продуцировать высокие уровни индолов в 
результате катаболизма  Тrp. Следовательно, 
микробиом является ключевым фактором вос-
паления именно за счет изменения метаболиз-
ма Тrp [45].

Важным, в том числе микробиотическим, 
онкометаболитом является кинуренин. Его об-
разование, как было описано выше, зависит от 
уровня экспрессии и активности IDO1. В то же 
время установлено, что экспрессия IDO1 зави-
сит от содержания КЦЖК  [47]. Эксперимен-
тально подтверждено, что бутират и в меньшей 
степени пропионат, изобутират, изовалерат и 
валериат подавляют активность IDO1 в бак-
териальных супернатантах. При этом сниже-
ние уровней КЦЖК в кале и в плазме крови 
является плохим прогностическим признаком 
в прогрессии опухоли. Отмечено и снижение 
уровней  Trp и микробных индольных катабо-
литов, которые выполняют множество протек-
тивных функций [47].

Следует отметить различные иммуномоду-
лирующие эффекты бактериальных метаболи-
тов, напрямую влияющие на избегание опу-
холью иммунного ответа или, напротив, на 
нацеливание иммунных клеток против клеток 
опухоли. Так, известно, что макрофаги после 
активации ЛПС играют важную роль в стиму-
ляции образования и активности инфламма-
сомы, продуцирующей большие количества 
провоспалительных цитокинов CCL2, TNF-α, 
IL-12 и IL-6. В исследовании Nastasi et al.  [85] 
было показано, что бутират и пропионат иг-
рают решающую роль в модулировании им-
мунных ответов в зрелых ДК  человека. Со-
гласно результатам исследования, пропионат 
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и бутират проявляли способность значительно 
снижать экспрессию и секрецию IL-6. Кроме 
того, бутират и пропионат снижали индуци-
рованную ЛПС экспрессию генов и продук-
цию белков IL-12B (IL-12p40), общего ком-
понента для образования как IL-12p40, так 
и IL-23  [86]. Эти данные позволили авторам 
выдвинуть гипотезу о том, что обе КЦЖК об-
условливают наивную поляризацию Т-клеток, 
уменьшая провоспалительные функции  Th1 
и Th17 и, следовательно, сдвигая баланс в сто-
рону формирования противовоспалительных 
популяций, таких как Treg, при этом ставя под 
угрозу продукцию IL-12 и IL-23. Кроме того, 
оказалось, что активность бутирата и пропио-
ната является избирательной, поскольку эти 
КЦЖК воздействовали на экспрессию первич-
ных генов ответа на ЛПС, (в частности, генов 
семейства TNF-α и CCL2), в то время как дру-
гие гены (например, гены человеческого лей-
коцитарного антигена HLA-DR, кодирующего 
рецептор главного комплекса гистосовмести-
мости класса  II, CD86, IL1A, IL1B) не были 
подвержены влиянию или даже активирова-
лись под воздействием КЦЖК [85].

Кишечная щелочная фосфатаза обезвре-
живает  ЛПС, катализируя дефосфорилиро-
вание активной (токсичной) части липида  A, 
тем самым предотвращая местное воспале-
ние, а также транслокацию активного ЛПС 
в системный кровоток  [37]. Активность дан-
ного фермента сильно зависит от уровня сво-
бодных аминокислот L-ряда и особенно от 
уровня L-фенилаланина (Phe) [87]. Дисбиоз и 
повышение уровня Phe, тирозина  (Tyr) и  Trp 
характерно для микробиоты, которая форми-
рует микробиотическое окружение раковых 
клеток [88]. В свою очередь, повышение уров-
ня Phe приводит к ингибированию кишечной 
щелочной фосфатазы, что логично приводит к 
нарушению дефосфорилирования  ЛПС и его 
активной транслокации в системный крово-
ток. Через TLR4 и NF-κB ЛПС формирует 
провоспалительный и проканцерогеннный ста-
тус. Провоспалительные цитокины являются 
регуляторами активности катаболизма  Trp и 
образования кинуренина. Данная биогенная 
молекула подавляет иммунный надзор за зло-
качественной трансформацией клеток. В свою 
очередь, КЦЖК выступают с защитной функ-
цией, подавляя регуляторный фермент обра-
зования кинуренина [47]. Однако возникший, 
видимо, первично проонкогенный дисбио-
тический профиль характеризуется сниже-
нием числа микроорганизмов, ответственных 
за продукцию бутирата и других  КЦЖК  [89]. 
Кроме того, проонкогенный дисбиотический 

профиль характеризуется повышением обра-
зования ВтЖК, которые являются факторами 
агрессии в опухолевой трансформации кле-
ток. Так, ВтЖК ингибируют TLR4-зависимую 
активацию макрофагов селезенки и кишеч-
ника  [22] и, таким образом, одновременно с 
кинуренином подавляют работу иммуноком-
петентных клеток и создают благоприятные 
для иммуносупрессии профили сигнальных 
молекул и их целевых путей (рисунок).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Фактически все ткани и органы человече-
ского организма оказываются под влиянием 
комменсальной микробиоты, населяющей его. 
Молекулярное сопряжение между бактериаль-
ными и эукариотическими клетками, длитель-
но формировавшееся в процессе эволюции, 
привело к созданию сложной сети взаимодей-
ствий, имеющей множество пересечений в 
виде сигнальных путей, работа которых опре-
деляется как метаболитами микробиоты, так 
и клетками хозяина. Ожидаемо, микробиота 
оказывает влияние не только на поддержание 
физиологических функций, но и вовлечена в 
патогенез множества заболеваний человека, не 
исключая злокачественный рост. Неслучайно 
состояние дисбиоза и полиморфного мик-
робиома признано одной из ключевых осо-
бенностей канцерогенеза  [90]. Выступая в 
качестве мутагенов или сигнальных молекул, 
аберрантно модулирующих работу сигнальных 
путей хозяина, микробиотические метаболиты 
могут инициировать злокачественную транс-
формацию, способствовать прогрессии роста 
опухоли и ее метастазированию. С  другой 
стороны, многие метаболиты обладают онко-
протективным действием, направляя работу 
иммунной системы хозяина против опухоли 
или напрямую стимулируя апоптоз и сенес-
ценцию злокачественно трансформированных 
клеток. Эффективность противоопухолевой 
терапии также во многом зависит от состава 
микробиома, а трансплантация микробиоты 
рассматривается как один из многообещаю-
щих подходов к повышению успеха лечения 
и выживаемости онкологических пациен-
тов [91]. Однако, несмотря на лавинообразное 
увеличение числа исследований, посвященных 
роли микробиоты в канцерогенезе, точные 
механизмы действия микробных метаболитов 
на организм хозяина остаются непонятными. 
Мы видим, что некоторые метаболиты (на-
пример, бутират) оказывают плейотропные и 
разнонаправленные эффекты на разные типы 
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клеток в зави симости от состояния дифферен-
цировки, определенного генетического фона, 
концентрации самого метаболита. Более того, 
эффекты таких регуляторных молекул зача-
стую находятся под влиянием других сигналь-
ных метаболитов, продуцируемых микробио-
той, и опухолевого микроокружения. Изучая 
возможные варианты действия микробных 
факторов, в перспективе кажется возможным 
использование модулирующего потенциала та-
ких метаболитов для борьбы со злокачествен-
ными опухолями и повышения эффективно-
сти лечения.
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MOLECULAR ORCHESTRA OF MICROBIOTIC METABOLITES 
IN THE SCENARIO OF CARCINOGENESIS

Review

O. P. Shatova1,2*, A. A. Zabolotneva1, and A. V. Shestopalov1,3

1 Department of Biochemistry and Molecular Biology, Faculty of Medicine, 
Pirogov Russian National Research Medical University, 117997 Moscow, Russia; e-mail: shatova.op@gmail.com

2 Peoples’s Friendship University of Russia (RUDN University), 117198 Moscow, Russia
3 Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, 
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The mechanisms of carcinogenesis are extremely complex. Many players determine the scenario of malignant 
cell transformation, tumor growth and metastasis. In recent decades, more and more attention has been 
paid to the role of the symbiotic human microbiota in the regulation of metabolism and the functioning 
of the immune system of the host organism. Such a symbiosis of a macroorganism and its microorganisms 
was combined into the concept of a holoorganism. In the process of coevolution of the participants of the 
holoorganism, the ways of their interaction were formed, and the metabolites of the microbiota acquired 
a special role – signaling molecules and the main regulators of molecular interactions in the holoorganism. 
Being involved in the signaling pathways of the host, bacterial metabolites turned out to be obligatory par-
ticipants in both physiological and pathological processes, including tumor growth. At the same time, 
the effects of signaling metabolites often have a multidirectional character, manifested in the impact 
both on the functions of the host cells and on the metabolic activity and composition of the microbiome. 
This review discusses the role of some microbiotic metabolites in the induction and prevention of the pro-
cess of malignant transformation of cells in the host organism, as well as their inf luence on the effectiveness 
of anticancer therapy. We have tried to draw the reader’s attention to the role of some components of the 
molecular orchestra of microbial metabolites in the initiation and progression of tumor growth.

Keywords: microbiota, carcinogenesis, signaling metabolites, cancer
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Распространение технологий секвенирования нового поколения позволило установить, что значи-
тельная часть онкологической заболеваемости у детей связана с моногенными наследственными 
болезнями. Предрасположенность к развитию новообразований детского возраста характерна для 
широкого круга состояний, включая наследственные опухолевые синдромы, первичные иммуно-
дефициты, расопатии и факоматозы. Механизмы молекулярного патогенеза неоплазм много-
образны и включают нарушения сигнальных каскадов, дефекты репарации ДНК, процессы ре-
моделирования хроматина и процессинга микроРНК. Своевременная диагностика синдромов 
с повышенным риском развития опухолей крайне важна для эффективного лечения пациен-
тов, медико-генетического консультирования семей и разработки программ профилактического 
наблюдения. В обзоре описан спектр новообразований, характерных для наиболее распространён-
ных синдромов, а также возможные патогенетические механизмы их развития.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: опухоли детского возраста, мутации, расопатии, факоматозы, первичные имму-
нодефициты.

DOI: 10.31857/S0320972523070035, EDN: FUVWQB

Принятые сокращения: ВЭБ – вирус Эпштейна–Барр; ЗПРР – задержка психоречевого развития; ПИД – первич-
ные иммунодефициты; ЮММЛ – ювенильный миеломоноцитарный лейкоз.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Большинство опухолей возникает в резуль-
тате накопления критического числа соматиче-
ских мутаций, затрагивающих онкогены и ге-
ны-супрессоры опухолевого роста в каком-либо 
клоне клеток. В ряде случаев высокий риск раз-
вития новообразований обусловлен мутация-
ми, полученными от родителей, и наследуется 
как моногенный менделевский признак. Хо-
рошо известен ряд семейных опухолевых син-
дромов  – заболеваний, при которых опухоли 
являются главным и единственным проявле-
нием генетической патологии. Как правило, 
такие заболевания впервые манифестируют у 
взрослых. В  качестве примеров можно приве-

сти наследственный неполипозный рак толстой 
кишки (синдром Линча), наследственный рак 
молочной железы и яичников, семейная медул-
лярная карцинома щитовидной железы и  т.д. 
Эти заболевания неплохо изучены, разрабо-
таны методы их диагностики, подходы к лече-
нию и профилактическому наблюдению. При 
этом становится очевидным, что повышенный 
риск новообразований также характерен для 
целого ряда наследственных заболеваний дет-
ского возраста. Данные, полученные методом 
высокопроизводительного секвенирования но-
вого поколения, свидетельствуют о том, что 
около 10% детских опухолей возникает на фоне 
наследственных дефектов, связанных с теми 
или иными генетическими синдромами [1–3].



НАСЛЕДСТВЕННЫЕ ОПУХОЛИ У ДЕТЕЙ1086

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

Спектр новообразований у детей суще-
ственно отличается от такового у взрослых. 
В то время как у последних преобладают солид-
ные опухоли эпителиального происхождения, в 
детском возрасте чаще диагностируются гема-
тологические опухоли (лейкозы и лимфомы), 
опухоли головного и спинного мозга (медулло-
бластома, рабдоидные опухоли, глиомы), бла-
стомы (ретинобластома, нефробластома, ней-
робластома) и саркомы (остеосаркома, саркома 
Юинга) [4]. Эти новообразования могут возни-
кать в структуре широкого круга наследствен-
ных заболеваний, включая «классические» 
опухолевые синдромы, первичные иммуноде-
фицитные состояния, факоматозы, синдромы 
с макросомией, расопатии и т.д. К другим осо-
бенностям детских опухолей можно отнести 
низкую мутационную нагрузку (т.е.  относи-
тельно небольшое число мутаций, выявляемых 
в опухолевой ткани), а также повышенную ча-
стоту соматических транслокаций, приводящих 
к образованию химерных белков с онкогенны-
ми свойствами [5].

Предлагаются различные критерии, на ос-
новании которых можно выявить детей с он-
кологическими заболеваниями, нуждающихся 
в молекулярно-генетическом исследовании с 
целью поиска наследственных мутаций  [6–8]. 
К ним относятся, в частности, выявление пер-
вично-множественных опухолей, обнаруже-
ние у ребёнка любой опухоли «взрослого» 
типа (рак толстой кишки, рак яичников и т.д.), 
наличие лицевых дизморфий, врождённых 
пороков различных органов, задержки психо-
речевого развития  (ЗПРР), нарушений роста, 
кожных пигментаций, гематологических нару-
шений, иммунодефицита, а также необычно 
тяжёлая токсичность в ходе лекарственного 
лечения и/или лучевой терапии. Также счи-
тается, что факт наличия опухоли некоторых 
гистологических типов (атипичная тератоидно- 
рабдоидная опухоль, медуллобластома, гепато-
бластома и  т.д.) с высокой вероятностью ука-
зывает на наличие у ребёнка наследственного 
дефекта [6, 9].

В некоторых случаях подтип опухоли 
достаточно чётко ассоциирован с опреде-
лёнными наследственными заболеваниями: 
например, гиподиплоидный острый лимфо-
бластный лейкоз характерен для синдрома 
Ли–Фраумени  [2], а SHH-подтип медулло-
бластомы  – для синдрома Горлина с мута-
циями SUFU [10]. Однако большинство разно-
видностей опухолей не являются абсолютно 
специфичными для конкретных синдромов. 
Так, одна из наиболее частых опухолей дет-
ского возраста, опухоль Вильмса (нефробла-

стома), обычно возникает спорадически, но 
также может являться частью клинических 
проявлений целого ряда заболеваний генети-
ческой природы  [11, 12]. Среди синдромаль-
ных форм опухоли Вильмса можно выделить 
синдромы Беквита–Видеманна, WAGR (Wilms 
tumor, Aniridia, Genitourinary abnormalities, and 
mental Retardation), Дениса–Драша, Фрей-
зера, Перлмана, Симпсона–Голаби–Бемеля, 
анемию Фанкони; реже эта опухоль встреча-
ется у больных с синдромами Блума, DICER1, 
Ли–Фраумени, нанизмом Мулибрей, PIK3CA-
ассоциированными синдромами  [12]. В  10% 
изолированных случаев опухоли Вильмса 
выявляются наследственные мутации в генах 
REST, CHEK1, EP300, PALB2, ARID1A [13].

«КЛАССИЧЕСКИЕ» 
ОПУХОЛЕВЫЕ СИНДРОМЫ

Ретинобластома – злокачественная опу-
холь сетчатки, возникающая из примитивных 
ретинальных стволовых клеток или предше-
ственников колбочек (табл. 1). Наблюдение за 
пациентами с этим заболеванием позволило 
Альфреду Кнудсону в  1971  г. сформулировать 
так называемую «2-ударную» гипотезу кан-
церогенеза. Согласно его предположению, 
для развития наследственной ретинобластомы 
требуется два генетических события: унаследо-
ванная мутация одного аллеля (первый «удар») 
и последующая соматическая инактивация 
другого аллеля (второй «удар») в процессе раз-
вития сетчатки. Эта гипотеза блестяще под-
твердилась после открытия в 1986 г. гена RB1 и 
демонстрации его биаллельной инактивации в 
клетках опухоли [14]. Белок является негатив-
ным регулятором клеточного цикла; мутации 
приводят к потере функции и неконтроли-
руемой пролиферации клеток  [15]. Ген стал 
первым идентифицированным геном-супрес-
сором опухолевого роста и послужил архети-
пическим примером роли подобных генов в 
канцерогенезе.

Синдром Ли–Фраумени был описан более 
50  лет назад. Со  временем классические кри-
терии синдрома были существенно допол-
нены: в частности, выяснилось, что наличие 
семейного анамнеза, отягощённого в отно-
шении ранних раков или сарком, не является 
обязательным  [16]. В  то же время большое 
диагностическое значение имеет выявление 
редких разновидностей педиатрических опу-
холей  (табл. 1); вероятность обнаружения 
наследственных мутаций  TP53 особенно ве-
лика в случае адренокортикальных карцином, 
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Таблица 1. Классические опухолевые синдромы

Синдром Ген
Основные разновидности опухолей, 

возникающие в детском возрасте

Синдром Ли–Фраумени TP53

карцинома коры надпочечников, глиобластома, астроцитома, 
эпендимома, карцинома сосудистого сплетения, супратенториальные 
примитивные нейроэктодермальные опухоли, рабдомиосаркома, 
остеосаркома нижней челюсти, медуллобластома, гиподиплоидный 
острый лимфобластный лейкоз, лимфомы

Наследственная 
ретинобластома

RB1 ретинобластома

Синдром Горлина
PTCH1, 

SUFU
медуллобластома (особенно у носителей мутаций SUFU), 
базальноклеточные карциномы кожи

Врождённый синдром 
дефицита репарации 
неспаренных оснований 
(CMMRD)

MLH1, 
MSH2, 
MSH6, 
PMS2, 

EPCAM

лимфомы, острый лимфобластный и миелобластный лейкозы, 
пиломатриксомы, глиобластома, астроцитома, супратенториальные 
примитивные нейроэктодермальные опухоли, медуллобластома, 
колоректальный рак

Синдром злокачественных 
рабдоидных опухолей

SMARCB1, 
SMARCA4

атипичная тератоидно-рабдоидная опухоль ЦНС, 
экстракраниальные злокачественные рабдоидные опухоли 
(головы и шеи, паравертебральных мышц, печени, мочевого 
пузыря, средостения, брюшной полости, таза, сердца, почек), 
мелкоклеточная карцинома яичников гиперкальцемического типа

DICER1-ассоциированный 
опухолевый синдром

DICER1

плевропульмональная бластома, кистозная нефрома; реже – 
медуллоэпителиома цилиарного тела, назальная 
хондромезенхимальная гамартома, эмбриональная 
рабдомиосаркома, бластома гипофиза, пинеобластома, 
саркома ЦНС, пресакральная злокачественная тератоидная опухоль

карцином сосудистого сплетения  [17] и ана-
пластических рабдомиосарком [18]. Белок p53 
является «стражем генома»: в ответ на пов-
реждения  ДНК он инициирует транскрип-
цию многочисленных генов, вовлечённых в 
регуляцию клеточного цикла, ДНК-репара-
ции, апоптоза и метаболизма. По-видимому, 
до  1,5% детских опухолей связаны с герми-
нальными мутациями  ТР53  [3]; в то же время 
интерпретация клинического значения наслед-
ственных вариантов этого гена сложна ввиду 
достаточно высокой популяционной частоты и 
различной пенетрантности [16].

Синдром Горлина связан с наследствен-
ными мутациями в генах Patched1  (PTCH1) 
и Suppressor of fused  (SUFU), ассоциирован-
ных с SHH (Sonic Hedgehog)-опосредованным 
сигнальным каскадом. Продукт  PTCH1 явля-
ется рецептором для  SHH; связывание этих 
молекул ведёт к изменению активности  Smo 
(smoothened). В  норме PTCH1  является ре-
прессором Smo; в случае мутации активирует-
ся сигнальный комплекс, состоящий из Gli-1 
(glioma-associated oncogene) и SUFU. В опухо-
лях продемонстрирована потеря гетерозигот-
ности по нормальному аллелю SUFU и PTCH1 

и активация SHH-сигналинга, ведущая, в част-
ности, к ингибированию апоптоза [19].

Подавляющее большинство наследствен-
ных опухолевых синдромов имеет аутосомно-
доминантный тип наследования. К  немного-
численным исключениям относится синдром 
конституционального дефекта репарации не-
спаренных оснований (constitutional mismatch 
repair deficiency, CMMRD). Как известно, ге-
терозиготные мутации генов mismatch-репа-
рации (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) являются 
причиной карцином толстой кишки и эндомет-
рия в структуре синдрома Линча  [20]. Биал-
лельные повреждения этих генов встречаются 
гораздо реже и ассоциированы с развитием 
широкого спектра опухолей (в первую очередь 
гематологических опухолей и неоплазм мозга) 
с очень ранним дебютом. Наличие у пациен-
тов кофейных пятен на коже, узелков Лиша на 
радужке, а также нейрофибром придаёт этому 
заболеванию сходство с нейрофиброматозом 
типа I. Наблюдается определённая ассоциация 
между генотипом и фенотипом: так, гемато-
логические опухоли чаще возникают у детей 
с дефектами MLH1 и  MSH2, чем у обладате-
лей мутаций MSH6 и PMS2, в то время как для 
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последних более характерны новообразования 
головного мозга [21].

Синдром предрасположенности к рабдо-
идным опухолям ассоциирован с мутациями 
субъединиц ATP-зависимого хроматин-ремоде-
лирующего комплекса SWI/SNF  (BAF), задей-
ствованного в процессах дифференцировки кле-
ток и поддержании плюрипотентности стволо-
вых клеток [22]. Очевидно, что развитие ново-
образований не связано с нарушением ста-
бильности генома, так как для рабдоидных 
опухолей характерна необычно низкая мута-
ционная нагрузка  [23]. Учитывая, что упо-
мянутый комплекс взаимодействует с про-
моторами огромного числа генов, механизм 
образования опухолей, по-видимому, не свя-
зан с каким-то одним сигнальным каскадом, а 
скорее вызван эпигенетическими нарушения-
ми транскрипционной регуляции [24].

Ген DICER1, ассоциированный с широ-
ким спектром доброкачественных и злокаче-
ственных опухолей детского возраста, играет 
важную роль в трансляции белков. Его про-
дукт представляет собой РНКазу  III, которая 
необходима для производства микроРНК пу-
тём разрезания пре-микроРНК или двуните-
вой РНК. В свою очередь, микроРНК, взаимо-
действуя с мРНК, задействованы в регуляции 
экспрессии более 30% всех генов, кодирующих 
белки [25]. Большинство опухолей в структуре 
этого синдрома возникают в результате соче-
тания наследственной мутации типа loss-of-
function и приобретённой соматической мис-
сенс-мутации в одной из пяти «горячих то-
чек» РНКазного домена IIIb  [26]. У  пациентов 
с плевропульмональной бластомой и другими 
опухолями описан также мозаицизм по мис-
сенс-мутациям в тех же «горячих точках», при-
чём он ассоциирован с более тяжёлым течением 
заболевания, ранним началом и формирова-
нием первично-множественных опухолей [27].

ПЕРВИЧНЫЕ ИММУНОДЕФИЦИТЫ

Первичные иммунодефициты  (ПИД) или 
врождённые ошибки иммунитета представ-
ляют собой крайне гетерогенную группу ге-
нетически детерминированных дефектов им-
мунной системы, приводящих к повышенной 
частоте инфекционных, онкологических и ауто-
иммунных осложнений [28, 29]. До 25% детей 
с первичными иммунодефицитами страдают 
злокачественными новообразованиями  [30]; 
более того, онкологические заболевания явля-
ются второй по значимости причиной смер-
ти пациентов с  ПИД после инфекций  [31]. 

Нередко развитие опухоли является одним из 
первых клинических проявлений иммуноде-
фицита. Около  60–70% опухолей, возникаю-
щих на фоне ПИД, представлены лимфомами 
и лейкозами [32].

Риск развития опухоли сильно варьирует в 
зависимости от конкретной формы ПИД [29]. 
Высокий онкологический риск характерен для 
пациентов с нарушениями гуморального им-
мунитета (общая вариабельная иммунная не-
достаточность, Х-сцепленная агаммаглобули -
немия), клеточного иммунитета (тяжёлая ком-
бинированная иммунная недостаточность, 
Х-сцепленный лимфопролиферативный син-
дром, синдром Вискотта–Олдрича), а также 
дефектами репарации  ДНК. У  большинства 
больных ПИД с опухолевыми проявлениями 
в той или иной степени нарушена функция 
В-лимфоцитов, тогда как функция Т-клеток 
может быть полностью или частично сохран-
ной. Существующие данные свидетельствуют, 
что пациенты с первичными дефектами анти-
телообразования, как правило, демонстриру-
ют наибольшее количество патогенетических 
компонентов, необходимых для процесса кан-
церогенеза (hallmarks of cancer) [33].

Несмотря на то что важным условием, 
способствующим развитию опухолей, являет-
ся снижение противоопухолевого иммунного 
надзора, внутренние причины онкологиче-
ской предрасположенности у больных  ПИД 
не являются универсальными. К  ним отно-
сятся многообразные нарушения процессов 
дифференцировки, апоптоза, сигнальных взаи-
модействий, метаболизма и реорганизации ци-
тоскелета клеток иммунной системы, а также 
механизмов сохранения хромосомной ста-
бильности, поддержания длины теломер и ре-
парации ДНК [34, 35].

Кроме того, важную роль играет наруше-
ние защиты от вирусов. В  частности, вирус 
Эпштейна–Барр (ВЭБ) причастен к пато-
генезу ряда лимфопролиферативных заболе-
ваний, гематологических опухолей и некото-
рых карцином  [36]. ВЭБ  имеет повышенную 
тропность к В-лимфоцитам, чем и объясня-
ется преобладание В-клеточных ВЭБ-ассо-
циированных лимфом. Вирус Эпштейна–Барр 
запускает избыточную пролиферацию анти-
тел-продуцирующих В-клеток, за которой сле-
дует индукция клеточного иммунного ответа, 
связанного с цитотоксическими Т-клетками. 
Отсутствие нормального цитотоксического от-
вета ведёт к ВЭБ-опосредованной пролифе-
рации В-клеток. Например, при Х-сцеплен-
ном лимфопролиферативном синдроме дефект 
белка  SAP, ассоциированного с сигнальной 
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лимфоцит-активирующей молекулой (SLAM), 
приводит к серьёзному нарушению функции 
цитотоксических лимфоцитов, в то время как 
у здоровых индивидуумов носительство ВЭБ 
обычно бессимптомно. Другая форма лимфо-
пролиферативного синдрома связана с наслед-
ственным дефектом гена XIAP. Продукт этого 
гена ингибирует каспазы, препятствуя апоп-
тозу клеток; нарушение функции приводит к 
иммунному дисбалансу и хроническому вос-
палению, преимущественно за счёт гиперэкс-
пансии вирус-специфических Т-лимфоцитов в 
ответ на ВЭБ-инфекцию [37].

Синдром Вискотта–Олдрича относится к 
комбинированным иммунодефицитам и ассо-
циирован с мутациями гена WAS. Продукт это-
го гена участвует в реорганизации актинового 
цитоскелета, необходимой для формирования 
иммунологических синапсов, обеспечения ци-
тотоксичности натуральных киллеров  (NK), 
хемотаксиса и хемокинеза [38].

Повышенный риск развития опухолей 
при дефектах репарации двунитевых разры-
вов  ДНК связан со снижением эффективно-
сти иммунного надзора вследствие дефектов 
развития Т- и В-клеток, уменьшения разно-
образия клонального репертуара, нарушения 
пролиферации лимфоцитов, трансформации 
В-клеток, а также их иммортализации под 
воздействием вируса Эпштейна–Барр  [39]. 
Возможна также прямая индукция точечных 
мутаций, транслокаций и процесса хромо-
трипсиса  [40], нарушающих стабильность ге-
нома и повышающих вероятность злокаче-
ственной трансформации.

Многие разновидности ПИД связаны с 
нарушением таких важных процессов, затра-
гивающих Т- и В-лимфоциты, как V(D)J-ре-
комбинация, переключение классов антител и 
соматическая гипермутация [41]. Эти события, 
подразумевающие эндогеннную генерацию 
и последующее устранение двунитевых раз-
рывов ДНК, критически необходимы для нор-
мального развития и созревания иммунной 
системы.

В частности, V(D)J-рекомбинация ини-
циируется связыванием молекул RAG1 и RAG2 
с сигнальными последовательностями, флан-
кирующими V-, D- и J-участки. Образуются 
двунитевые разрывы ДНК, концы которых ста-
билизируются шпилечными структурами  [42]. 
После фосфорилирования каталитической субъ-
единицей ДНК-протеинкиназным комплек-
сом (DNA–PKc), к устранению шпилек при-
влекается белок Artemis, кодируемый геном 
DCLRE1C и обладающий эндонуклеазной ак-
тивностью  [43]. Мутации, вызывающие поте-

рю функции RAG1/2 или  DCLRE1C, нарушая 
нормальное развитие Т- и В-лимфоцитов, 
являются причиной тяжёлых комбинирован-
ных иммунодефицитов. Двунитевые разрывы 
ликвидируются за счёт привлечения белков-
участников негомологичного связывания кон-
цов ДНК (Non-Homologous End-Joining, NHEJ), 
дефекты некоторых из вовлечённых в эти про-
цессы молекул (Artemis, DNA–PKc, LIG4, 
Cernunnos) также ассоциированы с некоторы-
ми разновидностями ПИД.

Отдельного внимания заслуживают син-
дромы с хромосомной нестабильностью, свя-
занные в первую очередь с распознаванием 
двунитевых разрывов ДНК  [44]. Наиболее 
высок риск новообразований у пациентов с 
атаксией-телеангиэктазией  (табл.  2): опухоли 
отмечаются у 25% больных [45]. Продукт гена 
АТМ служит сенсором при распознавании дву-
нитевых разрывов  ДНК; мутации приводят 
к снижению способности к активации кон-
трольных точек (checkpoints) клеточного цик-
ла в ответ на воздействие ионизирующего из-
лучения  [46]. Особенно часто возникают лей-
козы и лимфомы  – риск этих заболеваний в 
десятки и даже сотни раз превышает популя-
ционный [47]. К сожалению, прогноз при раз-
витии опухолей, как правило, весьма неблаго-
приятен: если обычно показатель 5-летней 
продолжительности жизни у детей с лимфо-
мой Ходжкина превышает 90%, средняя выжи-
ваемость пациентов с атаксией-телеангиэкта-
зией составляет около 3  месяцев независимо 
от наличия или отсутствия лечения [47, 48].

Синдром Блума (табл.  2) связан с биал-
лельными мутациями гена  BLM, кодирую-
щего протеин из 1417  аминокислот, принад-
лежащий к подсемейству ДНК-хеликаз  RecQ. 
Белок  BLM играет важную роль в поддержа-
нии стабильности генома, являясь сенсором 
повреждения  ДНК и рекрутируя другие бел-
ки репарации в место дефекта  [49]. Хеликаза 
BLM обеспечивает точность гомологичной 
рекомбинации, разрушая структуры Холлидея 
(Holliday junctions) и, таким образом, пред-
отвращая кроссинговер между сестринскими 
хроматидами  [50]. Кроме того, она управляет 
регрессией остановленной вилки реплика-
ции  [51]. Описано участие BLM в поддержа-
нии структуры теломер [52]. Нарушение функ-
ции хеликазы приводит к высокому уровню 
гомологичной рекомбинации хромосом. Это 
выражается в повышенном числе обменов не-
сестринских хроматид, увеличении числа квад-
рирадиальных конфигураций в культуре лим-
фоцитов и появлении хромосомных разрывов 
и перестроек, что может быть обнаружено при 

4
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Таблица 2. Первичные иммунодефициты

Заболевание Гены Симптомы
Основные разновидности 
опухолей, возникающие 

в детском возрасте

Тяжёлая 
комбинированная 

иммунная 
недостаточность 

(ТКИН)

IL2RG, JAK3, 
ADA, IL7RA, 
RAG1, RAG2, 

DCLRE1C/Artemis, 
NHEJ1/Cernunnos, 

ZAP70

тяжёлые инфекции дыхательного 
и пищеварительного тракта, 
кандидоз, хроническая диарея, 
снижение массы и роста, инфекции, 
вызванные условно патогенными 
микроорганизмами

неходжкинские 
и ходжкинские лимфомы, 
ВЭБ-ассоциированная 
лимфома, лимфома Беркитта, 
лейкозы, множественные 
лейомиомы почек и лёгких

Синдром 
Вискотта–Олдрича

WAS склонность к кровоточивости, 
экзема, рекуррентные бактериаль-
ные и вирусные инфекции, 
микротромбоцитопения

В-клеточная лимфома, 
лейкемия, астроцитома, 
саркома Капоши, лейомиомы

Х-Сцепленный 
лимфопролифе-

ративный 
синдром

SH2D1A, XIAP тяжёлое течение ВЭБ-инфекции 
и других вирусных инфекций, 
гемофагоцитарный 
лимфогистиоцитоз

ходжкинские 
и неходжкинские лимфомы

Атаксия-
телеангиэктазия

ATM прогрессирующая атаксия, 
дизартрия, окуломоторная апраксия, 
хореоатетоз, телеангиэктазии 
конъюнктивы и кожи, 
частые инфекции

лимфомы, лейкозы

Синдром 
Блума

BLM пре- и постнатальная задержка 
роста, дефицит подкожной жировой 
клетчатки, эритема лица и открытых 
участков кожи после инсоляции, 
инфекции среднего уха, верхних 
дыхательных путей и лёгких

острый лимфобластный 
и миелобластный лейкозы, 
лимфомы, опухоль Вильмса, 
медуллобластома

Синдром 
Ниймегена

NBN микроцефалия, задержка 
внутриутробного развития, 
низкорослость, отставание 
в психомоторном развитии, 
рецидивирующие респираторные 
инфекции

лимфомы (преимущественно 
В-клеточные), острый 
лимфобластный 
и миелобластный лейкозы, 
опухоли мозга 
(медуллобластома, глиома), 
рабдомиосаркома

Анемия 
Фанкони

более 20 генов 
FANC

низкий рост, микроцефалия, 
пигментация кожи, скелетные 
мальформации верхних и нижних 
конечностей, аномалии 
мочеполового тракта, панцитопения

острый миелобластный 
и лимфобластный лейкозы

цитогенетических исследованиях. Карциномы 
молочной железы, ассоциированные с дефек-
том BLM, не демонстрируют потерь гетерози-
готности (LOH) локуса BLM, что предполагает 
развитие опухолей по механизму гаплонедос-
таточности [53, 54].

Пациенты с синдромом Ниймегена 
(Nijmegen breakage syndrome) обладают харак-
терным фенотипом (низкорослость, «птичье» 
лицо, микроцефалия) и имеют тяжёлые нару-
шения гуморального и клеточного иммуни-
тета  [55]. Белок нибрин (NBN/NBS1) входит 
в структуру комплекса MRE11–RAD50–NBS1 
(MRN), играющего важнейшую роль в ответе 

на основные виды клеточного стресса: пов-
реждение ДНК в виде двунитевых разрывов, 
остановку репликационных вилок, дисфунк-
цию теломер и внедрение вирусов  [56]. При-
мечательно, что практически все пациенты 
с синдромом Ниймегена гомозиготны по ал-
лелю  NBN c.657_661del5, который с высокой 
частотой встречается в странах Восточной Ев-
ропы, в том числе в России [57, 58]. Соматиче-
ская утрата нормального аллеля, по-видимо-
му, нехарактерна для опухолей, возникающих 
у носителей мутаций NBN/NBS1 [54, 59].

Больные анемией Фанкони имеют разно-
образные клинические проявления, включая 
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низкорослость, пятна на коже, микроцефа-
лию, аномалии верхних и нижних конечно-
стей, панцитопению. Характерна высокая ча-
стота гематологических и солидных опухолей; 
наиболее часто встречается острый миело-
бластный лейкоз  [60]. Заболевание обладает 
очень высокой генетической гетерогенностью. 
Описано более 20 генов, ответственных за раз-
витие анемии Фанкони; подавляющее боль-
шинство случаев наследуются по аутосомно-
рецессивному типу. Функция белков анемии 
Фанкони связана с репарацией межцепочеч-
ных кросс-линков ДНК, препятствующих ре-
пликации, а также с регуляцией контрольных 
точек клеточного цикла и ремоделирования 
репликационных вилок в ответ на клеточный 
стресс [61]. Таким образом, нарушение работы 
этих молекул приводит к нестабильности ге-
нома и способствует туморогенезу.

Примечательно, что биаллельное повреж-
дение генов ATM, NBN, BLM, FANC является 
непосредственной причиной генетических 
заболеваний детского возраста, сочетающих 
в себе как инфекционные, так и опухолевые 
проявления, тогда как для гетерозигот (носи-
телей мутаций) характерен повышенный риск 
некоторых солидных опухолей с поздней ма-
нифестацией [62–65].

РАСОПАТИИ

Расопатии  – группа заболеваний, связан-
ных с гиперактивацией компонентов сигналь-
ного каскада RAS/MAPK, который играет 
ключевую роль в процессах роста, пролифе-

рации, дифференцировки и апоптоза клеток. 
К  расопатиям относятся аутосомно-доми-
нантные синдромы Нунан и Костелло, кар-
дио-фацио-кожный синдром, CBL-синдром, 
характеризующиеся пропорциональной низ-
корослостью и специфическими особенностя-
ми лица (табл. 3).

Повышенный онкологический риск ти-
пичен не для всех заболеваний этой группы. 
До  10% пациентов с синдромом Нунан в дет-
ском возрасте страдают транзиторными мие-
лопролиферативными заболеваниями. В боль-
шинстве случаев состояние самопроизвольно 
излечивается, но у некоторых пациентов про-
исходит прогрессия в ювенильный миело-
моноцитарный лейкоз  (ЮММЛ). Переход в 
лейкоз характерен для пациентов с мутациями 
PTPN11 и KRAS, но не с дефектами других ге-
нов [66]. Ген PTPN11 кодирует нерецепторную 
тирозинфосфатазу  SHP2. Дефекты PTPN11 
являются наиболее частой причиной синдро-
ма Нунан; мутации, как правило, приводят к 
постоянной активации каталитического PTP-
домена SHP2, усиливая активность сигналь-
ного каскада RAS/MAPK [67]. Мутации KRAS 
приводят к активации того же сигнального 
каскада двумя путями  – за счёт сниженной 
внутренней или GAP-зависимой GTPазной 
активности либо посредством изменения аф-
финности гуаниновых нуклеотидов к RAS-
белку [68].

К расопатиям относят и такое распро-
странённое заболевание как нейрофиброма-
тоз типа  I, ассоциированный с мутациями в 
гене  NF1. Продукт этого гена, нейрофибро-
мин, является негативным регулятором  RAS; 

Таблица 3. Синдромы с макросомией

Заболевание Гены Симптомы
Основные разновидности 
опухолей, возникающие 

в детском возрасте

Синдром 
Беквита–Видеманна

регион 11p15.5 
(нарушения 

импринтинга, 
делеции 

и дупликации); 
мутации CDKN1C

макросомия, гемигиперплазия, 
макроглоссия, омфалоцеле, 
висцеромегалия, неонатальная 
гипогликемия

опухоль Вильмса, гепатобластома; 
реже – эмбриональная рабдомио-
саркома и адренокортикальный рак

Синдром 
Симпсона–Голаби–
Бемеля

GPC3, GPC4

макросомия, дефекты брюшной 
стенки, макроглоссия, дизморфии 
лица, задержка психоречевого 
развития (ЗПРР), врождённый 
порок сердца

опухоль Вильмса, гепатобластома, 
гепатоцеллюлярная карцинома

Синдром Перлмана DIS3L2
водянка плода, постнатальный 
асцит; неонатальная макросомия, 
гемигиперплазия, дизморфии лица, 
макроцефалия, гиперинсулинизм

опухоль Вильмса

4*
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нарушение функции ведёт к сниженной 
GTPазной активности белка и, следователь-
но, к избыточной активности GTP-связанных 
белков семейства RAS [69].

СИНДРОМЫ С МАКРОСОМИЕЙ

Синдром Беквита–Видеманна характе-
ризуется макросомией, гемигиперплазией, 
макроглоссией и дефектами брюшной стен-
ки  (табл.  4). Наиболее частой причиной дан-
ного синдрома является нарушение имприн-
тинга хромосомной области  11p15.5; реже 
выявляются мутации CDKN1C, затрагивающие 
материнский аллель  [70]. У  пациентов более 
чем в  600  раз повышена вероятность нефро-
бластомы (опухоли Вильмса); также встреча-
ются гепатобластомы, реже  – нейробластома, 
эмбриональная рабдомиосаркома и опухоли 
коры надпочечников [71].

Патогенез опухолей связан с арестом со-
зревания клеток в специфических клеточных 
популяциях во время определённых периодов 
эмбрионального развития, т.е.  с прерыванием 
нормального процесса нефрогенеза. В  зави-
симости от этапа, когда произошло наруше-
ние, нефробластома будет содержать разные 
пропорции бластемного, эпителиального и 
стромального компонентов. Наибольший риск 
развития опухоли Вильмса характерен для ва-
рианта синдрома Беквита–Видеманна, вызван -

ного гиперметилированием центра имприн-
тинга  (IC1) или однородительской дисомией 
11p15.5. В  результате усиливается экспрессия 
инсулиноподобного фактора роста  IGF2 с по-
следующей гиперактивацией сигнального ка-
скада, способствующего росту и пролифера-
ции клеток [72]. В то же время онкологический 
риск у пациентов с синдромом Беквита–Ви-
деманна, связанным с утратой метилирова-
ния центра импринтинга 2 (IC2), значительно 
ниже [73].

Х-Сцепленный синдром Симпсона–Го-
лаби–Бемеля во многих отношениях сходен с 
синдромом Беквита–Видеманна. К  специфи-
ческим проявлениям можно отнести гиперте-
лоризм, грубые черты лица, задержку умствен-
ного развития. В  основе патогенеза лежит 
дефект биосинтеза гепарансульфатных про-
теогликанов на поверхности клеток. Показана 
функциональная роль глипикана-3 (продукта 
гена GPC3) в качестве негативного регулятора 
экспрессии IGF2 и FGF2 [74]. У больных наи-
более высок риск опухоли Вильмса, но описа-
ны и случаи других опухолей (гепатобластомы, 
печеночно-клеточной карциномы) [75].

Гораздо реже встречается синдром Перл-
мана  – аутосомно-рецессивное заболевание, 
связанное с мутациями  DIS3L2. Продукт это-
го гена является компонентом экзосомного 
комплекса и, обладая 3′→5′-экзорибонуклеаз-
ной активностью, регулирует процессинг и 
деградацию РНК [76]. Для болезни характерна 

Таблица 4. Расопатии

Заболевание Гены Симптомы
Основные разновидности опухолей, 

возникающие в детском возрасте

Синдром Нунан

PTPN11, SOS1, 
RAF1, RIT1, 

KRAS, NRAS, 
BRAF, MAP2K1, 
RRAS, RASA2, 
A2ML1, SOS2, 

LZTR1

низкорослость, 
врождённые пороки 
сердца, дизморфии лица, 
кардиомиопатия

ювенильный миеломоноцитарный 
лейкоз (ЮММЛ), острый лимфобластный 
лейкоз, дизэмбриопластическая 
нейроэпителиальная опухоль, 
нейробластома, рабдомиосаркома

Синдром Костелло HRAS
дизморфии лица, ЗПРР, 
кардиомиопатия, 
папилломы

эмбриональная рабдомиосаркома, 
нейробластома, рак мочевого пузыря

CBL-синдром CBL фенотип, напоминающий 
синдром Нунан

ЮММЛ

Нейрофиброматоз 
типа I (болезнь 
Реклингхаузена)

NF1

множественные кофейные 
пятна на коже, веснушки 
в области подмышек 
и паха, нейрофибромы, 
узелки Лиша

глиомы зрительного нерва, опухоли 
периферических нервов (нейрофибромы, 
злокачественные опухоли из оболочек 
периферических нервов), феохромоцитома, 
гастроинтестинальные стромальные 
опухоли, ЮММЛ, остеосаркома, 
рабдомиома
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Таблица 5. Факоматозы

Заболевание Гены Симптомы
Основные разновидности опухолей, 

возникающие в детском возрасте

Туберозный склероз
TSC1, 
TSC2

гипопигментные пятна на коже, 
ангиофибромы лица, ЗПРР, эпилепсия

субэпендимальная гигантоклеточная 
астроцитома (СЭГА), 
рабдомиомы сердца

Нейрофиброматоз 
типа II

NF2
единичные кофейные пятна на коже, 
вестибулярные шванномы 
(патогномоничный признак)

шванномы, менингиомы, 
эпендимомы, глиомы

очень высокая перинатальная смертность, а 
среди выживших отмечается высокий риск 
опухоли Вильмса [77].

ФАКОМАТОЗЫ

Факоматозы (от греч. Phakos – пятно) или 
нейрокожные дерматозы представляют группу 
заболеваний с вовлечением производных эм-
бриональной эктодермы, как правило, с пора-
жением кожи и ЦНС (табл. 5).

Туберозный склероз  – достаточно частое 
генетическое заболевание, которое характери-
зуется развитием гамартом различных органов 
(головного мозга, почек, кожи, сердца, сет-
чатки глаз, лёгких) и имеет аутосомно-доми-
нантный тип наследования. Гены туберозного 
склероза, TSC1 и TSC2, относятся к класси-
ческим супрессорам опухолевого роста. Белок 
гамартин (продукт гена  TSC1) в комплексе с 
туберином (продукт  TSC2) являются негатив-
ными регуляторами mTOR-опосредованного 
пути сигнальной трансдукции, который играет 
важнейшую роль в регуляции роста, размера, 
формы и пролиферации клеток. Мутации при-
водят к повышению активности комплекса 
mTORC1, что, в свою очередь, способствует 
повышению трансляции белка, ускорению 
роста клеток, усилению синтеза нуклеотидов 
и снижению аутофагии [78]. Наблюдения, по-
лученные в отношении опухолей, возникаю-
щих в структуре туберозного склероза, свиде-
тельствуют, что их патогенез укладывается в 
«2-ударную модель» канцерогенеза. Помимо 
наследственного дефекта TSC1 или  TSC2, в 
некоторых соматических клетках происходит 
делеция второго, неповреждённого аллеля, что 
приводит к образованию опухоли (гамартомы) 
соответствующего органа [79, 80].

Нейрофиброматоз типа  II характеризу-
ется развитием билатеральных вестибулярных 
шванном; на коже пациентов наблюдаются 
немногочисленные кофейные пятна. В основе 
патогенеза лежат мутации гена NF2, кодирую-

щего белок мерлин, вовлечённый в стабилиза-
цию цитоскелета за счёт ингибирования сиг-
нальных каскадов PI3K/Akt, Raf/MEK/ERK и 
mTOR  [81]. Хотя механизм развития опухолей 
не вполне ясен, для вестибуллярных шванном 
и менингиом продемонстрирован феномен 
потери гетерозиготности по локусу NF2 [82].

ОСОБЕННОСТИ ЛЕЧЕНИЯ

Знание молекулярного патогенеза детских 
опухолей представляется важным в отноше-
нии нескольких практических аспектов. Так, 
лечение некоторых новообразований может 
сопровождаться крайне выраженной токсич-
ностью или нечувствительностью к проводи-
мому лечению  [4]. Кроме того, проведённая 
лекарственная или лучевая терапия может 
индуцировать развитие вторичных опухолей. 
Подобная ситуация, в частности, описана при 
синдроме Ли–Фраумени  [17, 83], ретинобла-
стоме  [84] и нейрофиброматозе типа  I  [85]. 
При лечении пациентов с дефектами ДНК-
репарации, например, с синдромом Блума, 
атаксией-телеангиэктазией, анемией Фанкони, 
синдромом Ниймегена, рекомендуется исполь-
зование редуцированных доз химиотерапии и 
исключение лучевой терапии [86, 87]. Лечение 
опухолей у пациентов с ПИД требует контроля 
инфекций, например пневмонии, вызванной 
Pneumocystis jirovecii [88].

В некоторых случаях удалось разработать 
таргетные препараты, воздействующие на клю-
чевые сигнальные пути. Яркими примерами 
являются MEK-ингибитор селуметиниб, при-
меняемый у больных с нейрофиброматозом 
типа I [69] или эверолимус – ингибитор mTOR 
с успешным опытом использования для лече-
ния туберозного склероза [89] и расопатий [90].

Ведётся разработка стратегий скрининга 
опухолевых синдромов у детей [91]. Скрининг 
считается необходимым в случае, если шанс 
развития опухоли в детском возрасте превы-
шает  5%  [92]. Результаты наблюдения детей 
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с  синдромом Ли–Фраумени и синдромом Бе-
квита–Видеманна демонстрируют, что раннее 
выявление опухолей ведёт к значимому улуч-
шению общей выживаемости [93, 94].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение опухолей, возникающих в струк-
туре наследственных синдромов, позволяет 
расширить имеющиеся представления о при-
чинах развития новообразований детского 
возраста. Своевременное выявление носи-
тельства герминальных мутаций повышает 
вероятность ранней или даже досимптомати-
ческой диагностики, даёт возможность оценки 
риска развития заболевания у родственников 
пациентов, а также стимулирует разработку 
таргетной терапии. Подробное описание «мо-
лекулярных портретов» опухолей позволит на-
деяться на открытие новых прогностических 
и предиктивных маркеров, способствующих 
персонализации лечения. В  то же время низ-

кая мутационная нагрузка, в целом, характер-
ная для опухолей детского возраста, свиде-
тельствует о необходимости более тщательного 
исследования нарушений процессов эпигене-
тической регуляции, таких как метилирова-
ние гистонов и CpG-островков. Очевидно, что 
перспективы изучения педиатрических ново-
образований связаны с интеграцией данных, 
полученных с помощью геномных, транскрип-
томных и эпигеномных подходов.
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ция работы, обсуждение и доработка; Е.Н.С. – 
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HEREDITARY CONDITIONS ASSOCIATED 
WITH ELEVATED CANCER RISK IN CHILDHOOD

Review

E. N. Suspitsin1,2* and E. N. Imyanitov1,2

1 N. N. Petrov Institute of Oncology, 197758 St.-Petersburg, Russia; e-mail: evgeny.suspitsin@gmail.com
2 Saint-Petersburg State Pediatric Medical University, 194100 St.-Petersburg, Russia

The widespread use of next-generation sequencing (NGS) technologies revealed that a significant per-
centage of tumors in children develop as a part of monogenic hereditary diseases. Predisposition to the 
development of pediatric neoplasms is characteristic of a wide range of conditions including hereditary 
tumor syndromes, primary immunodeficiencies, rasopathies, and phakomatosis. The mechanisms of tumor 
molecular pathogenesis are diverse and include disturbances in signaling cascades, defects in DNA repair, 
chromatin remodeling, and microRNA processing. Timely diagnosis of tumor-associated syndromes is 
important for the proper choice of cancer treatment, genetic counseling of families, and the development 
of surveillance programs. The review describes the spectrum of neoplasms characteristic of the most com-
mon syndromes and the molecular pathogenesis of these diseases.
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Лейкозы – опухолевые заболевания кроветворной ткани. Среди лейкозов выделяют отдельную 
группу заболеваний, развитие которых связано с предшествующей химиотерапией  – вторичные 
лейкозы. Терапия рака ингибиторами ДНК-топоизомераз типа II является одной из самых эффек-
тивных среди химиотерапий. Однако ее побочным эффектом может стать развитие вторичного 
лейкоза, характеризующегося хромосомными перестройками с участием генов  AML1 или  MLL. 
Характерный набор рекуррентных перестроек при таком лейкозе отличается от спектра хромо-
сомных перестроек при других неоплазиях. В обзоре рассматриваются факторы, которые влияют 
на образование перестроек при обработке клеток ингибиторами ДНК-топоизомераз. К таким фак-
торам в первую очередь относятся подвижность концов разрывов, образование которых предше-
ствует транслокации, и появление новых функций у белков, которые образуются в клетке в резуль-
тате транслокации.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: лейкозы, транслокации, слитые белки, ингибиторы топоизомераз.

DOI: 10.31857/S0320972523070047, EDN: FVBNLW

Принятые сокращения: ДЦР – двуцепочечный разрыв ДНК; AML1 (или RUNX1) – ген, ассоциированный с острым 
миелоидным лейкозом; ETO (или  RUNX1T1)  – ген, часто перестраивающийся с образованием транслокации t(8;21); 
MLL (или KMT2A) – ген, ассоциированный с лейкозом смешанного фенотипа; NHEJ – репарация ДЦР по механизму 
негомологичного соединения концов.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

В последние годы благодаря совершенство-
ванию химиотерапевтических подходов про-
должительность жизни пациентов с онколо-
гическими заболеваниями заметно возросла. 
В то же время увеличение продолжительности 
жизни выявляет отдаленные побочные эффек-
ты химиотерапии. К  числу таких последствий 
относится так называемый вторичный, или 
обусловленный терапией, лейкоз. Одной из 
частых причин развития вторичного лейкоза 
является применение для терапии первичных 
опухолей препаратов из класса ингибиторов 
ДНК-топоизомераз типа II.

Цитогенетической особенностью опухо-
левых клеток пациентов со вторичным лейко-

зом являются хромосомные транслокации с 
участием гена, ассоциированного с острым 
миелоидным лейкозом (Acute myeloid leukemia, 
AML1), и гена, ассоциированного с лейкозом 
смешанного фенотипа (Mixed lineage leukemia, 
MLL). Эти гены необходимы для нормального 
развития клеток крови, поэтому нарушение их 
функции вследствие транслокации приводит 
к опухолевой трансформации кроветворных 
клеток. Считается, что хромосомные пере-
стройки возникают из-за ошибочной репара-
ции двуцепочечных разрывов, вносимых ДНК-
топоизомеразой  II после ее ингибирования. 
В  этом обзоре мы рассмотрим молекулярные 
механизмы развития вторичных лейкозов, вы-
званных терапией ингибиторами ДНК-топо-
изомераз типа II.
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ОСТРЫЕ МИЕЛОИДНЫЕ ЛЕЙКОЗЫ, 
ВЫЗВАННЫЕ ТЕРАПИЕЙ

Лейкозы и хромосомные транслокации. Лей-
козы, или лейкемии,  – опухолевые заболева-
ния кроветворной ткани, которые развивают-
ся, когда недифференцированные (бластные) 
клетки теряют способность к образованию 
зрелых форм и накапливаются в костном мозге 
и в крови. Считается, что лейкозы возникают в 
результате трансформации лишь одной исход-
ной клетки – стволовой лейкозной клетки [1]. 
В результате ее деления получается неопласти-
ческий клон бластных клеток, который вытес-
няет нормальные элементы кроветворения из 
костного мозга и приводит к недостатку зре-
лых клеток в периферической крови, а ин-
фильтрация лейкозными клетками внутренних 
органов нарушает их работу. Кроме лейкозов, 
к злокачественным заболеваниям кроветвор-
ной системы также относятся лимфомы. При 
лимфомах опухолевые клетки поражают лим-
фатическую систему – в первую очередь лим-
фатические узлы.

Считается, что к онкогенной трансформа-
ции клеток крови и костного мозга приводят 
определенные хромосомные транслокации  – 
обмен участками между разными хромосома-
ми. Когда в месте контакта двух фрагментов 
разных хромосом соединяются фрагменты раз-
ных генов  – эти гены называют генами-парт-
нерами по транслокации – образуются слитые 
гены, продукты которых называют слитыми 
(химерными) белками [2]. Хромосомная пере-
стройка сама по себе может быть достаточным 
событием для развития лейкоза. В пользу это-
го говорят данные высокопроизводительного 
секвенирования: лейкозы несут очень мало со-
матических мутаций по сравнению с другими 
видами злокачественных новообразований [3, 
4]. Тип хромосомной перестройки в лейкозных 
клетках, в частности то, какие гены являются 
партнерами по транслокации, влияет на разви-
тие заболевания, прогноз и выбор лечения [5–
7]. Определение того, какая именно хромосом-
ная транслокация ассоциирована с данным 
лейкозом, является первостепенной задачей 
при постановке диагноза у пациентов [8].

Причины развития лейкозов после терапии 
опухолей. Хромосомные транслокации возни-
кают при ошибках репарации двуцепочечных 
разрывов ДНК  (ДЦР), когда концы разных 
разрывов сшиваются вместе. Поэтому причи-
ной хромосомных транслокаций могут быть 
любые процессы, приводящие к образованию 
разрывов в ДНК. Среди естественных причин 
возникновения большого количества ДЦР в 

клетке – активность ферментов во время таких 
процессов, как V(D)J-рекомбинация, переклю-
чение класса антител  (CSR) и соматический 
гипермутагенез  (SHM) при созревании лим-
фоцитов. С активностью этих ферментов свя-
зывают развитие многих лимфом, например, 
лимфомы Беркитта, которая сопровождается 
транслокацией t(8;14) между локусом  IGH и 
геном MYC [9–11].

Другой причиной образования ДЦР в клет-
ках может быть действие цитотоксических аген-
тов или ионизирующего излучения, что про-
исходит при радио- и химиотерапии опухолей 
и аутоиммунных заболеваниях. Накопление 
ДЦР в раковых клетках приводит к останов-
ке деления и развитию в них апоптоза  [12]. 
Однако побочным эффектом терапии является 
развитие вторичных опухолей. Таким образом, 
с появлением различных видов терапии опу-
холей возник и особый класс заболеваний  – 
обусловленные терапией миелоидные неопла-
зии (therapy-related myeloid neoplasms, t-MN, 
или myeloid neoplasms post cytotoxic therapy, 
MN-pCT), также называемые вторичными 
неоплазиями.

Обусловленные терапией миелоидные нео-
плазии составляют 10–20% от всех случаев 
миелоидных лейкозов. Они развиваются в 
0,8–6,3% случаев в течение 20 лет после пред-
шествующей терапии с медианным временем 
3–5 лет [13]. Выживаемость при таких вторич-
ных заболеваниях измеряется месяцами, а не 
годами, что делает их одними из самых агрес-
сивных видов рака – они считаются даже более 
опасными, чем аналогичные лейкозы, возни-
кающие de novo [14–18].

Вторичные неоплазии можно разделить на 
группы в зависимости от терапии, которая им 
предшествовала  – терапия алкилирующими 
агентами, радиотерапия или терапия инги-
биторами ДНК-топоизомеразы  II  [19]. Об-
условленные алкилирующими агентами и/или 
радиотерапией вторичные лейкозы обычно 
возникают через 4–7 лет после терапии и чаще 
всего относятся к хроническому лейкозу, тогда 
как обусловленные ингибиторами ДНК-топо-
изомеразы II вторичные лейкозы развиваются 
через 1–3  года и относятся к острому мие-
лоидному лейкозу (topoisomerase inhibitor-
related AML, TI-related  AML). Реже вторичные 
неоплазии встречаются после терапии анти-
метаболитами, например метотрексатом  [20]. 
Примечательно, что обусловленные разной 
терапией неоплазии характеризуются разными 
хромосомными аберрациями. Так, для первой 
группы характерны крупные делеции участ-
ков  5 и  7  хромосом, тогда как для вторичных 
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неоплазий, вызванных терапией ингибито-
рами топоизомераз  II,  – сбалансированные 
(реципрокные) транслокации с участием хро-
мосом  11 или  21  [13, 21–24]. Терапия ингиби-
торами ДНК-топоизомераз  II выделяется в 
отдельную группу ввиду своего широкого рас-
пространения и вследствие своей эффектив-
ности.

ТОПОИЗОМЕРАЗНЫЕ ЯДЫ 
КАК ЭФФЕКТИВНОЕ СРЕДСТВО 

ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ ТЕРАПИИ

В целом, противоопухолевая химиотера-
пия стала конвенциальным методом лечения 
только во второй половине ХХ  века, до этого 
момента опухоли лечили хирургически или с 
помощью радиотерапии. Экстракт из тканей 
Подофилла щитовидного (Podophyllum pelta-
tum), или подофиллин, эпизодически приме-
нялся в медицине против кожных опухолей и 
бородавок еще в ХIХ веке  [25]. В 1946 г. было 
показано, что подофиллин препятствует деле-
нию клеток [26]. Однако попытки применения 
этого экстракта против опухолей были ограни-
чены его высокой токсичностью [27]. Поэтому 
в 1950-х гг. начались поиски действующей мо-
лекулы из экстракта Podophyllum. Наилучшее 
противоопухолевое действие показал бензил-
иден 4′-деметилэпиподофиллин глюкозид, и 
в 1966 г. был синтезирован его синтетический 
аналог – этопозид  (VP-16), годом позже – те-
нипозид (VM-26). В 1974 г. завершились докли-
нические испытания, доказавшие их высокую 
эффективность против самых разных видов 
опухолей, а с  1983  г. было получено разреше-
ние FDA (Food and Drug Administration) США 
на применение этопозида в клинической прак-
тике [25]. На сегодня этопозид и аналогичные 
по механизму работы вещества находятся на 
переднем крае терапии самых разных типов 
опухолей: лейкозов, лимфом, сарком, рака мо-
лочной железы, рака легких и других [28, 29].

Интересно, что механизм действия это-
позида и тенипозида на момент их одобре-
ния еще не был установлен. Было показано, 
что этопозид приводит к фрагментации ДНК 
in  vivo, однако он не способен вносить раз-
рывы в очищенную ДНК [30]. Только в 1984 г. 
выяснили, что мишенью этопозида являются 
топоизомеразы типа II – ферменты, особенно 
востребованные в делящихся клетках, к кото-
рым относятся клетки опухолей. Работа ДНК-
топоизомераз типа II, с одной стороны, крайне 
необходима при делении, с другой – заключает 
в себе смертельную опасность для клетки, так 

как в процессе каталитического цикла топо-
изомераза  II вносит двуцепочечный разрыв 
в ДНК. Ниже пойдет речь о роли топоизомераз 
в клетке и механизме работы ДНК-топоизо-
мераз типа II.

Топоизомеразы и их активность в клетках. 
К ДНК, представляющей собой двойную спи-
раль, применимы законы топологии. Важной 
проблемой, связанной с топологией ДНК, 
является расхождение хромосом после репли-
кации по дочерним клеткам. Так как репли-
кация идет полуконсервативно  – к каждой 
цепочке ДНК достраивается комплементарная 
ей цепь  – то получившиеся хромосомы ока-
зываются закручены относительно друг друга 
так же, как были закручены цепочки исходной 
двойной спирали ДНК. Эта ключевая пробле-
ма полуконсервативной модели репликации 
была сформулирована еще Фрэнсисом Кри-
ком и Джеймсоном Уотсоном, а также Максом 
Дельбрюком, который для ее разрешения даже 
предложил альтернативную модель реплика-
ции – дисперсную модель [31, 32].

Проблемы, связанные с топологией ДНК, 
решаются ферментами-топоизомеразами с по-
мощью временного разрыва цепочки  ДНК. 
Топоизомеразы типа I вносят одноцепочечный 
разрыв, позволяя одной цепочке вращаться во-
круг второй, тогда как топоизомеразы типа  II 
вносят двуцепочечный разрыв, через который 
может пройти другой фрагмент ДНК  [33, 34]. 
Для разделения переплетенных хромосом мо-
жет использоваться только ДНК-топоизомера-
за типа II, что было показано для многих орга-
низмов  [35–38]. Поэтому любым делящимся 
клеткам критически необходима работа топо-
изомераз именно типа II.

Задача ДНК-топоизомераз типа  II заклю-
чается в контролируемом внесении двуцепо-
чечных разрывов в ДНК, которые необходимы 
для расплетения хромосом. Почти все ДНК-
топоизомеразы типа  II из разных организмов 
гомологичны друг другу (их относят к под-
типу  IIA) и работают по одному механиз-
му (рис. 1). ДНК-топоизомераза IIA представ-
ляет собой гомодимер, мономеры которого 
соединяются друг с другом тремя участками, 
формируя трое «ворот»  – N-, ДНК- и C-во-
рота. Ворота последовательно открываются 
и закрываются, пропуская фрагмент ДНК, 
называемый T-фрагментом (от  «transport»). 
ДНК-ворота, расположенные в середине, свя-
зывают другой фрагмент ДНК (G-фрагмент, 
от  «gate») и открываются, временно разрывая 
его. Когда Т-фрагмент ДНК проходит ДНК-во-
рота и они закрываются, разрыв в G-фрагмен-
те лигируется. Образование двуцепочечного 
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разрыва в G-фрагменте происходит за счет двух 
реакций переэтерификации: остатки тирозина 
каждой из субъединиц топоизомеразы атаку-
ют фосфодиэфирные связи на разных цепях 
ДНК, образуя ковалентные связи с 5′-фосфа-
тами нуклеотидов  [39–41]. Когда Т-фрагмент 
высвобождается через C-ворота, топоизо-
мераза возвращается в исходное состояние и 
цикл ее работы завершается. Хотя сама реак-
ция переэтерификации не требует затрат энер-
гии, в ходе каталитического цикла топоизоме-
раза типа  IIA гидролизует две молекулы  ATP, 
которые аллостерически координируют откры-
вание и закрывание ворот во время каталити-
ческого цикла топоизомеразы [42–44]. Согла-
сованность в работе ворот крайне важна: если 
все ворота окажутся одномоментно открыты-
ми, это значит, что субъединицы топоизомера-
зы отсоединились друг от друга, и временный 
разрыв ДНК превратится в постоянный.

Топоизомеразные яды. На сегодняшний день 
изучены различные ингибиторы ДНК-топо-
изомераз типа  II (топо2-ингибиторы). По  ме-
ханизму действия их принято делить на 2 груп-
пы  – ингибиторы каталитического цикла и 
топоизомеразные яды (catalytic inhibitors и 
poisons соответственно). Первые действуют на 
любых стадиях каталитического цикла, вклю-
чая связывание и гидролиз  ATP, связывание 
и разрезание ДНК. Вторая группа – так назы-
ваемые топоизомеразные яды, действие кото-
рых характеризуется повышением в клетке 
количества ковалентно связанных комплексов 
ДНК–фермент  (Тор2сс). Большинство ис-
пользуемых на сегодня в терапии опухолей то-
по2-ингибиторов относятся к группе топоизо-
меразных ядов  [41, 45]. Чаще всего среди них 
используется этопозид, его механизм действия 
подробно изучен. Этопозид связывается с ко-
валентным комплексом топоизомеразы с ДНК 
и стабилизирует его, препятствуя религирова-
нию ДНК [46]. Когда в G-фрагмент ДНК вне-
сен разрыв, молекула этопозида нековалентно 
связывается с  ферментом, что препятствует 
полному закрытию ДНК-ворот и сближению 
концов разрыва ДНК (рис. 2).

Пути удаления топоизомеразы с ДНК. Оста-
новленная ДНК-топоизомераза, ковалентно 
связанная с ДНК, препятствует нормальной 
транскрипции и репликации, что запускает 
процесс ее деградации [47]. В клетках человека 
существует несколько путей удаления топоизо-
меразы, ковалентно сшитой с ДНК. Их можно 
разделить на протеолитические и нуклеоли-
тический пути. Протеолитические пути пред-
полагают деградацию белка с помощью про-
теасомы или специальной протеазы  SPRTN 

(Protein with SprT-like domain at the N terminus) 
с последующим отщеплением остатка поли-
пептида ДНК-фосфодиэстеразой  TDP2 (tyro-
syl DNA phosphodiesterase  2). Нуклеолитиче-
ский путь предполагает отщепление участка 
цепочки ДНК, на конце которого ковалентно 
пришит белок, с помощью эндонуклеаз систем 
репарации [48, 49].

В любом случае удаление топоизомеразы 
приводит к образованию в ДНК двуцепочеч-
ного разрыва. Множественные ДЦР приводят 
к запуску клеточного ответа на повреждение 
ДНК, что включает в себя фосфорилирова-
ние остатка  S139 гистонов  Н2A.X, репарацию 
ДНК или индукцию апоптоза  [50]. Действие 
этопозида можно зарегистрировать по появ-
лению фосфорилированного гистона  Н2A.X 
(γH2A.X) уже через несколько минут после об-
работки им клеток [51, 52]. Ряд экспериментов 
подтверждает ключевую роль ингибирования 
ДНК-топоизомеразы  II в образовании транс-
локаций, вызванных соответствующей тера-
пией. Так, этопозид индуцирует образование 
двуцепочечных разрывов в генах AML1, MLL и 
их партнеров, а к месту разрыва привлекаются 
белки репарации  [52–56]. Эти разрывы лока-
лизуются в кластерах точек разрывов, обнару-
женных у пациентов со вторичным лейкозом.

Рис. 1. Механизм работы топоизомеразы типа  IIA. 
На схеме показано согласованное изменение конформа-
ции фермента, что приводит к последовательному пере-
мещению Т-фрагмента ДНК через G-фрагмент, при этом 
субъединицы фермента всегда удерживаются вместе. 
Для разрыва в G-фрагменте фермент формирует фосфо-
эфирную связь с ДНК через остаток тирозина

Рис. 2. Действие топоизомеразного яда  (этопозида) на 
ДНК-топоизомеразу  II, приводящее к образованию дву-
цепочечного разрыва ДНК с ковалентно связанной на 
конце ДНК субъединицей топоизомеразы – Тор2сс по [48]
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Рекуррентные транслокации, обнаруживаемые при лейкозах, вызванных терапией ингибиторами ДНК-топоизомераз II [57]

Ген Транслокация Ген-партнер Ссылки

AML1 (RUNX1)

t(8;21)(q22;q22) ETO (RUNX1T1) [58–62]

t(3;21)(q26.2;q22) MDS1-EVI1 (MECOM, PRDM3) [63, 64]

t(1;21)(p36;q21) PRDM16 [65, 66]

MLL (KMT2A)

t(9;11)(p22;q23) AF9 (MLLT3) [58, 60]

t(4;11)(q21;q23) AF4 (AFF1, MLLT2) [67, 68]

t(19;11)(q13;q23) ELL [60, 69]

t(11;19)(q23;p13.3) ENL (MLLT1) [60, 69, 70]

t(11;16)(q23;p13) CREBBP (CBP) [71–73]

Примечание. Указаны различные названия генов; полужирным шрифтом выделены те названия, которые приняты за 
официальные в современной классификации генов HUGO Gene Nomenclature Committee.

Транслокации, рекуррентные для вторичных 
острых миелоидных лейкозов (ОМЛ), вызван-
ных терапией ингибиторами ДНК-топоизоме-
разы II. Вторичные лейкозы, вызванные тера-
пией ингибиторами ДНК-топоизомеразы  II, 
характеризуются транслокациями с участием 
генов  AML1 или  MLL, лежащих на хромосо-
мах 21 и 11. Причем список перестроек, кото-
рые раз за разом встречаются при этом типе 
лейкоза, включает лишь 8 транслокаций (таб-
лица).

Представленный набор транслокаций от-
личается ограниченностью: для других опухо-
лей характерен гораздо более широкий набор 
хромосомных аберраций, в том числе более 
широкий набор транслокаций с участием ге-
нов AML1 и MLL. В данном обзоре будут рас-
смотрены факторы, обусловливающие воз-
никновение транслокаций в случае лейкозов, 
вызванных терапией ингибиторами ДНК-то-
поизомераз типа II.

ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ 
НА ОБРАЗОВАНИЕ 

ХРОМОСОМНЫХ ТРАНСЛОКАЦИЙ

Поиск универсальных механизмов образо-
вания транслокаций поначалу привел к выяв-
лению двух основных факторов, определяющих 
результат перестройки. Первый фактор  – вза-
имное расположение в ядре перестраиваю-
щихся генов до момента образования в них 
разрыва. Чем ближе расположены локусы друг к 
другу в ядре, тем выше вероятность перестрой-
ки между ними. Второй фактор – подвижность 
перестраивающихся генов в пространстве 

ядра. Чем выше подвижность концов разры-
вов в ядре, тем меньше на выбор партнера по 
перестройке будет влиять изначальное распо-
ложение перестраивающихся локусов. С одной 
стороны, различными методами была пока-
зана прямая корреляция между частотой фор-
мирования транслокаций и пространствен-
ной близостью перестраивающихся локусов 
[74–77]. С другой стороны, многие исследова-
ния подтверждают повышенную подвижность 
двуцепочечных разрывов в ядре, например, 
их кластеризацию  [78–80]. Кроме того, было 
показано, что вероятность образования кон-
кретных транслокаций во многом зависит от 
вероятности возникновения разрывов в пере-
страивающихся локусах  [75]. Скорее всего, 
разные факторы важны в разной степени в 
случае той или иной транслокации  [57, 81]. 
Например, в работе по наблюдению за процес-
сом образования транслокаций в живых клет-
ках было показано, что и изначально близкие, 
и далекие локусы формировали транслокации 
после внесения в них разрывов, однако чаще 
происходили транслокации между близкими 
локусами [82].

Далее, рассмотрим факторы, которые яв-
ляются определяющими для транслокаций при 
вторичных лейкозах, вызванных терапией то-
поизомеразными ядами. Во-первых, топоизо-
меразные яды вызывают разрывы в неслучай-
ных участках генома, хотя таких участков и 
очень много. Работы по секвенированию точек 
разрывов, вызванных обработкой этопозидом, 
показывают, что к ним в большей степени чув-
ствительны участки в основаниях хроматино-
вых петель  [83, 84]. Также разрывы ДНК, ин-
дуцированные этопозидом, отличаются ходом 
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репарации от прочих ДЦР в клетке – необходи-
мость процессинга концов разрывов приводит 
к задержке начала их репарации, что способ-
ствует пространственному разделению концов 
разрыва. Так, флуоресцентная in situ гибриди-
зация (FISH-анализ) с применением двуцвет-
ной пробы на разрыв (break-apart FISH probe) 
показывает, что при обработке клеток этопо-
зидом начало и конец многих аллелей MLL 
и  AML1 расходятся на расстояние, детекти-
руемое с помощью светового микроскопа (не-
сколько сотен нанометров). Такого расхожде-
ния концов MLL и  AML1 не наблюдается при 
обработке клеток высокими дозами радиа-
ции  [57]. Обычно репарация двуцепочечных 
разрывов осуществляется по механизму него-
мологичного соединения концов (NHEJ). Этот 
механизм довольно надежен, и при репарации 
концы разрыва сначала быстро соединяются с 
помощью комплекса белков и удерживаются 
до момента лигирования ДНК [85–87]. В слу-
чае же индукции разрывов ДНК этопозидом 
необходимость в процессинге ковалентного 
комплекса топоизомеразы с ДНК приводит 
к задержке формирования комплекса белков 
NHEJ. Это существенно повышает шансы рас-
хождения концов разрыва в пространстве ядра 
и соединения их с концами другого разрыва с 
образованием транслокации. Похожая ситуа-
ция наблюдается при индукции разрывов эк-
топически экспрессируемой в клетках нуклеа-
зой  Cas9 с одновременной обработкой клеток 
ингибиторами белков системы NHEJ – в этом 
случае число транслокаций также возрас-
тает [88].

В ситуации, когда разрывы дольше оста-
ются не сшитыми, их концы демонстрируют 
и большую подвижность в пространстве ядра. 
Так, in  vivo наблюдение за фокусами бел-
ка  53BP1, который связывается с разрыва-
ми  ДНК, показывает более высокую подвиж-
ность разрывов, индуцированных этопозидом, 
по сравнению с разрывами, вызванными ра-
диацией  [89]. К  свидетельствам в пользу вы-
сокой подвижности разрывов можно отнести 
и то, что после обработки клеток этопозидом 
разрывы чаще локализуются вне хромосом-
ных территорий, в которых они находятся в 
норме [57, 90]. В связи с повышенной подвиж-
ностью концов разрывов для транслокаций, 
происходящих после воздействия этопозида, 
взаимное расположение генов-партнеров в 
ядре уже не имеет определяющего значения. 
Так, 4C-анализ контактов AML1 и  MLL не 
выявляет какого-либо предпочтения для их 
генов-партнеров по транслокациям по сравне-
нию с другими генами [57].

В целом, развитие опухоли  – процесс, 
похожий на дарвиновскую эволюцию: среди 
клеток с различными транслокациями отбира-
ются те, в которых образуются новые функцио-
нальные гены, влияющие на пролиферативные 
свойства клетки [91]. Поэтому набор наблюдае-
мых у пациентов транслокаций будет включать 
только те транслокации, которые дают клеткам 
пролиферативное преимущество. Далее мы 
рассмотрим, почему транслокации, характер-
ные для вызванных терапией топоизомераз-
ными ядами вторичных лейкозов, приводят к 
раковому перерождению бластных клеток. Для 
этого рассмотрим строение и функции нор-
мальных белков AML1 и MLL, а также слитых с 
ними белков, которые образуются в результате 
транслокаций с участием AML1 и MLL.

МЕХАНИЗМЫ ОНКОГЕННОСТИ 
ТРАНСЛОКАЦИЙ С УЧАСТИЕМ 

ГЕНОВ AML1 И MLL

Ген AML1. В 1991 г. был идентифицирован 
точный локус хромосомной перестройки t(8;21) 
у пациентов с острым миелоидным лейкозом. 
Перестраивающийся ген был, соответственно, 
назван AML1 [92]. Затем ученые выяснили, что 
ген AML1 гомологичен гену дрозофилы  runt, 
открытому еще в 1980-е  гг., и поэтому AML1 
получил второе название  RUNX1, от Runt-re-
lated transcription factor  [63]. Вскоре было об-
наружено, что этот ген часто перестраивается 
при лейкозах, вызванных терапией ингибито-
рами ДНК-топоизомераз II [93, 94]. В настоя-
щее время известно, что ген AML1 участвует 
в перестройках не только при ОМЛ, но и при 
некоторых других видах лейкозов [63, 95].

Изоформы мРНК и белка AML1. Выде-
ляют три основные изоформы белка: AML1A, 
AML1B и  AML1C. Все они содержат вблизи 
N-конца Runt-домен (runt-homology domain, 
RHD), необходимый для связывания с ДНК и 
для гетеродимеризации AML1 с белком CBFβ 
(core binding factor  β). Гетеродимеризация с 
CBFβ повышает сродство AML1 к ДНК, хотя 
сам CBFβ не взаимодействует с  ДНК  [96, 97]. 
Более длинные изоформы В и С содержат транс-
активирующий домен (transactivation do main, 
TAD) и консервативный участок VWRPY на 
C-конце белка, участвующий во взаимодействии 
с некоторыми белками-репрессорами (рис. 3).

Нормальная функция AML1. Ген AML1 экс-
прессируется в кроветворных клетках на про-
тяжении всего онтогенеза  [98]. Изучение его 
функции началось с нокаута  Aml1 у мышей. 
В  этих работах было показано, что основную 



МЕХАНИЗМЫ РАЗВИТИЯ ВТОРИЧНЫХ ЛЕЙКОЗОВ 1107

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

Рис. 3. Белки AML1, ETO и слитый белок AML1–ETO. а – Доменная структура AML1, ETO и слитого белка AML1–
ETO. У  AML1: RHD  – runt-homology domain, TAD  – трансактивирующий домен, на C-конце отмечен пентапеп-
тид VWRPY. У ETO: NHR1–3 – nervy homology regions, MYND – (myeloid, Nervy, and DEAF-1)-домен. Возле доменов 
перечислены белки, с которыми они взаимодействуют. б  –  Комплексы, формируемые на ДНК нормальным AML1 
и слитым AML1–ETO. CBFβ, C/EBP, ETS1, TLE1 и SIN3A – белки, взаимодействующие с AML1 или AML1–ETO. 
HAT – гистонацетилтрансферазы; HDAC – гистондеацетилазы

свою роль AML1 играет при созревании гемо-
поэтических стволовых клеток в раннем эмбрио-
генезе  [99–103]. Дальнейшие опыты, прове-
денные in  vitro на клетках гемогенного эндо-
телия мыши, продемонстрировали направ-
ляющую функцию AML1 в гемопоэзе: при 
дифференцировке этих клеток до гемопоэти-
ческих стволовых клеток AML1 связывается 
с промоторами множества генов, привлекая 
коактиваторы или корепрессоры. AML1 акти-
вирует гены, участвующие в дифференцировке 
миелоидных клеток и эритроцитов, а к группе 
репрессируемых им принадлежат гены, играю-
щие роль в развитии нервной системы, ске-
летных мышц и печени [104]. Таким образом, 
AML1 является многофункциональным регу-
лятором транскрипции генов, участвующих в 
дифференцировке гемопоэтических клеток. 
Для активации генов комплекс AML1/CBFβ 
способен рекрутировать такие белки, как гис-
тонацетилтрансферазы p300 и CREBBP (cyclic 
AMP response element binding protein), коакти-
ватор транскрипции C/EBP (CCAAT-enhancer-
binding protein), транскрипционные факторы 

YAP (Yes[-киназа] associated protein), GATA-1 
(названный по узнаваемой им последова-
тельности), ETS1 (Erythroblast Transformation 
Spe cif ic) и другие  [105–113]. А  в  роли рекру-
тируемых AML1 репрессоров выступают тран-
скрипционные факторы TLE1 (Transducin like 
enhancer of split 1) и SIN3A (гомолог SIN3 дрож-
жей)  [114, 115]. Связывание различных белков 
зависит от фосфорилирования AML1 и отли-
чается у разных изоформ [115–117].

Развитие лейкозов при перестройках гена 
AML1. Среди партнеров AML1 при рекуррент-
ных транслокациях, вызванных ингибиторами 
топоизомераз, самый частый – ген ETO (Eight 
twenty one), также называемый RUNX1T1 [118]. 
Оба названия гена отсылают к его транслока-
ции t(8;21) с AML1 (RUNX1). Эта хромосомная 
транслокация встречается также при других 
лейкозах и в достаточной мере изучена  [119]. 
При транслокации AML1–ETO в получающем-
ся слитом белке присутствует N-конец от белка 
AML1, содержащий домен RHD. C-Конец сли-
того белка представлен почти полноразмер-
ным белком ETO (рис. 3) [97].

5*



ЛОМОВ и др.1108

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

Белок ETO представляет собой транскрип-
ционный репрессор, в структуре которого при-
сутствуют четыре консервативных участка 
NHR (nervy homology regions  – гомологич ны 
по последовательности белку Nervy дрозо-
филы)  [120]. ETO  сам по себе не связыва-
ется с ДНК  – к целевому локусу он привле-
кается через транскрипционные факторы. 
А  репрессия осуществляется с помощью ко-
репрессоров, взаимодействующих с NHR-участ-
ками: NCoR1  (nuclear receptor corepressor), 
SMRT  (silencing mediator of retinoid and thy-
roid receptors), SIN3A и деацетилаз гисто-
нов [121, 122].

Ген ETO в норме не экспрессируется в 
кроветворных и лимфоидных органах  [123]. 
Можно заключить, что образование слитого 
гена AML1–ETO приводит, во-первых, к появ-
лению практически полноразмерного белка 
ETO в клетках, где он не должен присутство-
вать; а во-вторых, ETO за счет участка AML1 
привлекается к генам, к которым он не должен 
привлекаться. В  итоге репрессируется тран-
скрипция многих генов, экспрессия которых в 
норме регулируется транскрипционным фак-
тором AML1 [124–126].

В реальности ситуация сложнее – экспрес-
сия слитого белка приводит не только к ре-
прессии многих генов, но и к активации неко-
торых других генов с помощью привлекаемых 
белков-активаторов. Так, было показано, что 
ETO способен привлекать гистонацетилтранс-
феразы с помощью первого участка NHR [127]. 
Вероятно, репрессирующее или активирующее 
действие AML1–ETO зависит от сигнальных 
каскадов, активных в данный момент в клетке, 
и особенностей хроматина в том месте, где на-
ходится регулируемый ген [128, 129].

Важной особенностью клеток с t(8;21), по-
лученных от пациентов, является наличие ин-
тактного аллеля  AML1, что говорит о необхо-
димости нормального AML1 для клетки  [130]. 
По-видимому, интактный AML1 и слитый 
AML1–ETO конкурируют за связывание с 
промоторами генов  – нокдаун AML1–ETO в 
этих клетках меняет распределение сайтов свя-
зывания нормального AML1 [131, 132].

Также стоит отметить, что для развития 
лейкоза, кроме перестройки AML1–ETO, необ-
ходимы дополнительные мутации, по крайней 
мере в мышиных моделях [98, 133, 134]. Суще-
ствуют данные о том, что на развитие лейкоза 
влияет и то, какие изоформы белка получа-
ются в результате альтернативного сплайсинга 
слитой мРНК  [129, 135, 136]. Можно заклю-
чить, что экспрессия слитого белка AML1–
ETO  – первый шаг, который создает условия 

для дальнейших преобразований клетки на 
пути к развитию лейкоза.

Ген MLL. В  1980-х  гг. среди пациентов с 
острым лейкозом начали выделять подгруппу с 
крайне неблагоприятным прогнозом. С  появ-
лением проточной цитофлуориметрии было 
обнаружено, что бластные клетки этих агрес-
сивных лейкозов часто экспрессируют поверх-
ностные маркеры, свойственные как лимфо-
идной, так и миелоидной линиям. Иногда во 
время лечения наблюдалась даже смена набора 
этих поверхностных маркеров, и лейкоз, пер-
воначально диагностированный как острый 
лимфоидный, мог рецидивировать в острый 
миелоидный. Соответственно, был введен тер-
мин «лейкоз смешанного фенотипа» [137–139]. 
Вскоре стало ясно, что для этого лейкоза ха-
рактерна транслокация локуса 11q23. В 1991 г. 
был идентифицирован ген, который находит-
ся в точке перестройки в клетках таких паци-
ентов. Соответственно, ген был назван MLL, 
от mixed lineage leukemia (лейкоз смешанного 
фенотипа). Выявленный ген оказался гомо-
логом гена  trithorax дрозофилы, кодирующего 
лизинметилтрансферазу, которая активирует 
Hox-гены [140, 141]. Ген MLL кодирует лизин-
метилтрансферазу  2А, и отсюда его другое 
название  – KMT2A (lysine  (K)-specific methyl-
transferase 2A).

Хромосомные транслокации с участием 
гена MLL наблюдаются примерно в 10% слу-
чаев острого миелоидного и острого лимфо-
идного лейкозов  [142], причем среди лейко-
зов, вызванных терапией топоизомеразными 
ядами, такие транслокации составляют боль-
шую часть  [24, 143, 144]. Особенно часто  – 
до  85%  случаев  – перестройки MLL встреча-
ются при острых лейкозах у детей первого года 
жизни. Также мутации этого гена обнаружива-
ются и при многих других видах рака: в част-
ности, рака толстой кишки, легких, мочевого 
пузыря, эндометрия и при раке груди [145–148].

Экспрессия перестроившегося MLL, слив-
шегося с одним из своих многочисленных 
генов-партнеров, достаточна для запуска со-
бытий, приводящих к развитию лейкоза, что 
напрямую показано на мышах  [142]. Это объ-
ясняется глобальной функцией MLL в клетках, 
где он экспрессируется: комплекс белков, фор-
мирующийся на основе MLL, осуществляет 
эпигенетическую маркировку промоторов тка-
неспецифичных генов. Такая маркировка не-
обходима для поддержания паттерна экспрес-
сии этих генов в процессе пролиферации и 
дифференциации клеток  – другими словами, 
MLL отвечает за «транскрипционную память» 
клеток при их делении [149].
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Ген MLL играет важную роль в эмбрио-
нальном развитии, особенно на ранних ста-
диях гемопоэза, хотя и во взрослом возрасте 
активно экспрессируется в некоторых тканях. 
Особая роль MLL в эмбриональном развитии 
состоит в  активации транскрипции HOX-ге-
нов и некоторых других генов, связанных с 
пролиферацией и регуляцией клеточного ци-
кла [150–154]. Нокаут по Mll приводит к гибели 
мышей на ранних стадиях эмбриогенеза из-за 
нарушений гемопоэза и дифференциации ге-
мопоэтических стволовых клеток  [155–157]. 
Кондиционный нокаут Mll у мышей показыва-
ет, что во взрослом организме экспрессия Mll 
необходима клеткам костного мозга [158].

Структура белка MLL. Структура нормаль-
ного белка MLL позволяет понять механиз-
мы его работы в клетке и последствия об-
разования слитых с MLL белков. MLL – круп-
ный многодоменный белок, состоящий из 
3969  аминокислот, его молекулярная масса  – 
500 кДа (рис. 4). Несколько доменов MLL от-
вечают за взаимодействие с определенными 
участками хроматина, а также с белками, ра-
ботающими в комплексе с MLL – это домены 
AT-hook, CxxC, PHD. Каталитический домен 
осуществляет ди- и триметилирование лизина, 
находящегося в положении  4 полипептидной 
цепи гистона Н3 (H3K4me2/3), что сопряжено 
с активацией транскрипции соответствующих 
генов  [145]. После синтеза на рибосоме MLL 
расщепляется протеазой таспазой 1 на два по-
липептида – N-MLL и C-MLL, которые обра-
зуют единый комплекс, взаимодействуя доме-
нами FYRN и FYRC [159].

На N-фрагменте MLL находятся все доме-
ны, отвечающие за связывание транскриби-
руемой ДНК. AT-hook  – участок неспецифи -
ческого взаимодействия белка с  малой бороз д-
кой ДНК. Домен CxxC обеспечивает уже спе-
цифическое связывание MLL с  неметилиро-
ванными CpG-динуклеотидами, которые ха-
рактерны для активных промоторов [160–162]. 
Окружающие CxxC-домен участки – pre-CxxC 
и post-CxxC – важны для взаимодействия MLL 
с элонгационными факторами РНК-полиме-
разы II  PAFc (polymerase associated factor 
com plex)  [163]. Ближе к середине белка на-
ходится домен  PHD (plant homeodomain), 
распознающий H3K4me2/3,  – метку про-
моторов активных генов  [164–166]. Также на 
N-фрагменте MLL находится мотив для связы-
вания адаптерных белков Menin1 и PSIP1 (PC4 
[positive coactivator  4] And SFRS1 [Serine And 
Arginine Rich Splicing Factor  1] Interacting 
Protein  1; другое название белка  – LEDGF/
p75), которые дополнительно обеспечи ва-

ют привлечение MLL к участкам хроматина 
с H3K36me2/3 [167, 168].

C-Концевой фрагмент MLL содержит до-
мен  TAD (transactivation domain), привлекаю-
щий гистонацетилтрансферазы H3K27, H3K9 
и H4K16  – p300/CREBBP, MOZ (monocytic 
leukemic zinc-finger protein) и MOF (назван 
по гомологу из дрозофилы  MOF) соответ-
ственно  [169]. На C-конце MLL находится 
домен  SET (Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and 
Trithorax), который катализирует ди- и три-
метилирование H3K4  [170]. Вдобавок C-MLL 
привлекает белки WDR5 (WD repeat-containing 
protein  5), RbBP5 (Retinoblastoma-binding pro-
tein 5), ASH2L (Absent, small, or homeotic discs 
protein 2 like) и DPY30, и в составе полученно-
го комплекса метилирующая активность SET-
домена MLL многократно усиливается  [145, 
171–173].

Важным свойством MLL-комплекса явля-
ется возможность его переключения между со-
стояниями транскрипционного активатора и 
транскрипционного репрессора. Переключе-
ние происходит за счет белка CYP33 (cyclo -
philin  33)  – пролин-изомеразы, при связыва-
нии с которой происходит цис/транс-изомери-
зация пролина в составе PHD [174]. В результа-
те MLL меняет свою структуру так, что вместо 
узнавания H3K4me2/3 домен  PHD начинает 
связывать деацетилазы гистонов, репресси-
рующие транскрипцию  [175–177]. Важность 
этого механизма подчеркивается тем, что уда-
ление из MLL участка PHD приводит к опухо-
левой трансформации клетки [178, 179].

Таким образом, белок MLL является регу-
лятором транскрипции генов, которые несут 
метки активного хроматина  – определенные 
гистоновые модификации и неметилирован-
ные  CpG. В  зависимости от контекста и ак-
тивных сигнальных путей MLL записывает 
активирующие модификации с помощью SET-
домена и привлекаемых гистоновых ацетил-
трансфераз либо репрессирующие  – за счет 
привлекаемых гистоновых деацетилаз  [149]. 
Можно заключить, что MLL обеспечивает тран-
скрипционную память при линейной диффе-
ренцировке клеток в ходе эмбрионального раз-
вития и в гемопоэзе.

Развитие лейкозов при перестройках гена 
MLL. Хромосомные транслокации гена MLL 
чаще всего происходят с разрывом этого гена в 
так называемом кластере точек разрыва, BCR 
(breakpoint cluster region), протяженностью 
около 10 т.п.н. Этот BCR захватывает интроны 
с  9 по  11. В  структуре белка это соответствует 
области домена PHD. В слитых белках присут-
ствует N-концевая часть белка MLL, а C-конец 
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Рис. 4. Белок MLL и слитый с MLL белок. а – Доменная структура MLL и MLL-слитого белка. MLL-N и MLL-C – 
фрагменты, образующиеся при расщеплении таспазой; MBM – менин-связывающий мотив; LBD – LEDGF(PSIP1)-
связывающий домен; ATH  – участки AT-hook; NLS  – сигналы ядерной локализации; CxxC  – CxxC-домен и окру-
жающие его участки; PHD1–4 – участки домена PHD; FYRN и FYRC – FY-rich участки N- и C-доменов; TS – сайты 
расщепления пре-MLL таспазой; TAD – трансактивирующий домен; SET – SET-домен. Возле доменов перечислены 
белки, с которыми они взаимодействуют. б  –  Комплексы, формируемые нормальным MLL и MLL-слитым белком 
(MLL–FP). Менин, PSIP1, DPY30, ASH2L, RbBP5, WDR5, DOT1L – белки, взаимодействующие с MLL и MLL–FP; 
HDAC – гистондеацетилазы; SEC – суперэлонгационный комплекс. По [176, 177, 181]

происходит от партнера по транслокации  [56, 
176, 180, 182]. Исходя из структуры MLL и 
функции его доменов понятно, что образова-
ние таких слитых белков принципиально нару-
шает функционирование комплекса на осно-
ве MLL.

Необычной особенностью транслокаций с 
участием гена MLL является то, что существует 
более 100 генов-партнеров MLL по транслока-
ции  [7]. И  несмотря на такое разнообразие, 
большинство случаев лейкозов с транслока-
циями MLL схожи по своим клиническим про-
явлениям  [183, 184]. Это можно объяснить, 
во-первых, сходными точками разрыва в сли-
тых генах, и во-вторых, тем, что большинство 
пациентов с перестройкой MLL несут трансло-
кации с одним из следующих генов: ENL, AF9, 
AF4, ELL и AF10, – тогда как остальные транс-
локации встречаются крайне редко. В  част-
ности, все транслокации MLL, вызванные дей-
ствием ингибиторов ДНК-топоизомеразы  II, 

как раз происходят с этими партнерами, за 
исключением MLL–CREBBP (таблица).

Схожесть транслокаций с участием генов 
ENL, AF9, AF4, ELL и AF10 объясняется тем, 
что они кодируют белки, образующие вме-
сте с фактором P-TEFb суперэлонгационный 
комплекс, необходимый для осуществления 
эффективной элонгации транскрипции РНК-
полимеразой  II  [185, 186]. И  когда MLL ока-
зывается слит с одним из компонентов этого 
комплекса, то он привлекает к ДНК весь ком-
плекс целиком, а также фактор DOT1L  [187, 
188]. P-TEFb, входящий в данный комплекс, 
осуществляет фосфорилирование C-концевого 
домена РНК-полимеразы  II, что стимулирует 
элонгацию транскрипции, а DOT1L осущест-
вляет ди- и триметилирование H3K79  – эта 
метка ассоциирована с активным хромати-
ном  [189–190]. Следует также отметить, что 
при транслокации MLL теряется участок гена, 
который кодирует PHD-домен, отвечающий 
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за переключение MLL в репрессирующее со-
стояние. В  итоге остаток MLL полностью те-
ряет способность к репрессии генов, а слитый 
с ним суперэлонгационный комплекс и фактор 
DOT1L напрямую активируют транскрипцию 
тех генов, с которыми связывается MLL.

Механизм развития лейкоза при транс-
локации MLL включает активацию транскрип-
ции генов HoxA-кластера, а также генов, коди-
рующих белки сигнальных путей, например, 
генов малой GTPазы RAC1 и рецепторной 
тирозинкиназы  FLT3. Это приводит к опу-
холевой трансформации кроветворных кле-
ток. Показано, что слитые MLL-белки сти-
мулируют экспрессию гомеобоксных генов 
HOXA, MEIS1 и  PBX, генов-транскрипцион-
ных регуляторов AML1 и MYC и других генов. 
Промоторы активированных генов содер-
жат метки активного хроматина H3K4me3 и 
H3K27ac, а также имеют повышенный уровень 
H3K79me2 [146, 148, 191].

В случае транслокации MLL–CREBBP ме-
ханизм влияния слитого белка на клетку 
схож  – CREBPP является гистонацетилтранс-
феразой, которая навешивает активирую-
щие метки на гистоны, а сам MLL разорван в 
том же месте, что и при описанных выше его 
транслокациях [133].

Также в последнее время накапливается 
все больше данных о том, что для развития 
лейкоза необходима хотя бы кратковременная 
экспрессия слитого гена, полученного в ре-
зультате реципрокной транслокации. Напри-
мер, выдвигается гипотеза, что продукт реци-
прокной транслокации AF4–MLL является 
глобальным активатором транскрипции, так 
как C-конец белка MLL вносит активирующие 
метки неспецифично, в отличие от интактного 
MLL  [192]. Такие модификации могут при-
вести к реактивации участков генома, которые 
уже были инактивированы в процессе диффе-
ренцировки клеток. В числе реактивирован-
ных могут быть гены, работающие в стволо-
вых клетках, например, NANOG и  OCT4, что 
было показано для клеток с транслокацией 
t(4;11)  [193, 194]. Эксперименты показывают, 
что для активации хроматина достаточно экс-
прессии AF4–MLL в течение лишь 48  часов, 
при этом изменения в статусе хроматина оста-
ются в популяции клеток надолго [195].

Таким образом, при транслокациях с уча-
стием MLL происходит потеря контроля над 
транскрипцией генов, работающих в первую 
очередь в незрелых клетках. Активируются ге-
ны, отвечающие за пролиферацию, и теряется 
контроль над делением клеток, что приводит к 
развитию лейкоза.

Общие закономерности развития лейкозов 
при перестройках AML1 и MLL. Можно поды-
тожить, что гены AML1 и  MLL, перестраива-
ющиеся в результате терапии ингибиторами 
ДНК-топоизомераз II, оба в норме регулируют 
транскрипцию в гемопоэтических клетках. 
А образующиеся в результате транслокации сли-
тые AML1- и MLL-белки приводят к разбалан-
сировке транскрипции в этих клетках. При 
этом, видимо, не существует единственного 
варианта изменения паттерна экспрессии ге-
нов – в клоне клеток с транслокацией, скорее 
всего, появляются клетки с разным паттерном 
экспрессии. И  из этих эпигенетически разно-
образных клеток постепенно выделяются наи-
более активно делящиеся, которые становятся 
лейкозными клетками [196].

При развитии опухоли в клетках проис-
ходят и соматические мутации, которые могут 
повышать приспособленность опухолевых кло-
нов: их возможность сопротивляться иммунной 
системе и повышенная скорость деления. Од-
нако при делении клеток передаются не только 
мутации, но и эпигенетические метки, причем 
накопление эпигенетических изменений про-
исходит гораздо быстрее, чем мутаций  [197]. 
И  эффект от изменения уровня экспрессии 
гена часто более масштабный, чем от точечной 
мутации. Поэтому клетки с транслокациями 
AML1 и  MLL, в результате которых наблюда-
ются масштабные эпигенетические эффекты, 
быстро развиваются в опасные лейкозы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Вызванные терапией лейкозы  – тяжелый 
побочный эффект терапии первичных опухо-
лей топоизомеразными ядами. «Отравленная» 
ДНК-топоизомераза типа  II становится при-
чиной образования двуцепочечных разрывов 
в геноме, что ведет к гибели клеток первичной 
опухоли. Однако в организме существуют и 
другие активно делящиеся клетки, например – 
предшественники клеток крови. Поэтому в 
ходе терапии топоизомеразными ядами в ге-
номе таких клеток также возникают разрывы. 
В частности, разрывы возникают в генах AML1, 
MLL и их партнерах по перестройкам. Особый 
характер таких разрывов – наличие на концах 
разрывов ковалентно связанных субъединиц 
топоизомеразы  – осложняет их репарацию. 
Концы разрывов могут отделяться друг от дру-
га и встречаться с концами разрывов в генах-
партнерах, в результате чего возникают хромо-
сомные транслокации. Образующиеся сли-
тые белки теряют часть функций нормальных 
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белков AML1 и MLL, а также приобретают новые 
функции, обусловленные функциональной ак-
тивностью фрагментов (доменов) белков-парт-
неров. В результате в некоторых клетках кост-
ного мозга нарушается регуляция экспрессии 
генов, в норме регулируемых белками AML1 
и  MLL, что приводит к усилению экспрессии 
генов, стимулирующих пролиферацию клеток 
и к опухолевой трансформации клеток.

Повышенная частота встречаемости транс-
локаций с участием генов AML1 и MLL вслед-
ствие обработки клеток ингибиторами ДНК-
топоизомераз II (рекуррентный характер таких 
перестроек) так же, как и отличие от хромо-
сомных аберраций при других типах вторич-
ных неоплазий, объясняется целым рядом 
факторов, а именно: повышенной частотой 
возникновения разрывов в этих генах при 
ингибировании ДНК-топоизомеразы и селек-
тивным преимуществом, которое дает клеткам 
экспрессия в них белковых продуктов слитых 
генов. При этом сложность репарации таких 
разрывов повышает их подвижность в ядре, 
что позволяет встретиться генам-партнерам, 
которые в норме удалены друг от друга.

Отдельно отметим, что разрывы в ДНК мо-
гут быть индуцированы и не ингибированной 
топоизомеразой [49], правда вероятность таких 
разрывов значительно меньше, чем при инги-
бировании топоизомеразы. Тем не менее для 
вторичных лейкозов, вызванных предшествую-
щей терапией метотрексатом, характерны 
некоторые транслокации, характерные для лей-
козов, вызванных терапией ингибиторами 
ДНК-топоизомеразы  [198]. Влияние мето-
трексата на образование транслокаций еще 
предстоит подробно изучить, сейчас имеются 
предварительные данные, что он повышает 
вероятность транслокации AML1–ETO в экс-
периментах на клетках [88].

Несмотря на то что в последние годы было 
получено много экспериментальных подтвер-
ждений такого механизма развития вторич-
ного лейкоза, ряд вопросов еще ожидает 
своего ответа. Среди таких вопросов: какое 
влияние оказывают различные партнеры по 
перестройкам генов MLL и  AML1, а также 
положение точки разрыва внутри этих генов 
на развитие лейкоза, его клиническое про-
явление и прогноз? Как вещества, применяе-
мые в терапии первичных опухолей совместно 
с топоизомеразными ядами, могут влиять на 
возникновение хромосомных транслокаций 
и их спектр? Ответить на эти вопросы помо-
гут результаты экспериментов на клеточных 
моделях, где изучается как действие транс-
локаций на фенотип клеток  [199, 200], так и 
сам процесс образования транслокаций  [88, 
201]. Будущие исследования на таких моде-
лях могут не только пролить свет на эти во-
просы, но также выявить способы снижения 
риска возникновения и развития вторичных 
лейкозов.
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MECHANISMS FOR THE DEVELOPMENT OF THERAPY-RELATED 
LEUKAEMIA CAUSED BY TOPOISOMERASE INHIBITORS

Review

N. A. Lomov1*, V. S. Viushkov1, and M. A. Rubtsov1,2

1 Department of Molecular Biology, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
119234 Moscow, Russia; e-mail: lomov@mail.bio.msu.ru

2 Department of Biochemistry, Center for Industrial Technologies and Entrepreneurship 
I. M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), 119435 Moscow, Russia

Leukemia is a blood cancer that originates in the blood and bone marrow. Therapy-related leukemia is a 
leukemia associated with prior chemotherapy. Cancer therapy with DNA-topoisomerase II inhibitors is one 
of the most effective among chemotherapies. However, its side effect can be the development of secondary 
leukemia, characterized by chromosomal rearrangements involving the AML1 or MLL gene. The set of re-
current translocations in such leukemia differs from the set of chromosomal rearrangements in other neo-
plasia. We review the factors that drive the translocations upon treatment of cells with DNA-topoisomerase 
inhibitors. Such factors primarily include the mobility of double-strand DNA ends prior to translocation 
and the gain of functions of the fusion proteins that are formed in the cell as a result of translocation.

Keywords: leukemia, translocations; fusion proteins, DNA topoisomerase II inhibitors
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Фармакологические свойства некоторых природных соединений делают их привлекательными для 
лечения онкологических заболеваний. Серосодержащие тиосульфинаты, обнаруженные в расте-
ниях рода Allium, с давних пор известны как соединения с различными терапевтическими свой-
ствами, в том числе противоопухолевыми. На протяжении последних лет активно изучалось влия-
ние тиосульфинатов на различные стадии канцерогенеза. Исследования in vitro и in vivo показали, 
что тиосульфинаты ингибируют пролиферацию раковых клеток, а также индуцируют апоптоз. 
Цель настоящего обзора – обобщить современные данные о цитотоксических свойствах природ-
ных и синтетических тиосульфинатов и их применении в терапии рака. Обсуждаются механизмы 
противоопухолевого действия и молекулярные мишени этих перспективных соединений. Значи-
тельная часть обзора посвящена рассмотрению новой стратегии для лечения онкологических за-
болеваний – использованию метода направленной ферментной пролекарственной терапии с воз-
можностью получения противоопухолевых тиосульфинатов in situ.
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ВВЕДЕНИЕ

Природные сероорганические соединения 
известны своими антиоксидантными, про-
тивовоспалительными и противоопухолевыми 
свойствами  [1]. Эти соединения в изобилии 
содержатся в спарже, чесноке, луке и кресто-
цветных овощах. Сульфоксиды S-алк(ен)ил- 
L-цистеина являются предшественниками био-
логически активных тиосульфинатов общей 
формулы R1SS(O)R2, присутствующих в гомо-
генатах растений рода Allium  [2]. Аллицин  – 
самый известный тиосульфинат, преобладаю-
щий в гомогенатах чеснока. Многочисленные 
лечебные свойства чеснока, знакомые челове-
честву с древнейших времён, во многом 
обусловлены аллицином и продуктами его 
превращений [3, 4]. Аллицин является высоко-

реакционноспособным соединением, которое 
взаимодействует с доступными остатками ци-
стеина в белках и низкомолекулярных тиолах, 
включая внутриклеточный глутатион у эука-
риот и грамотрицательных бактерий, а также 
бацилтиол у грамположительных бактерий. 
В высоких дозах у эукариот аллицин может ин-
дуцировать апоптоз или некроз, тогда как его 
более низкие, биосовместимые концентрации 
могут модулировать активность окислительно-
восстановительных белков и влиять на клеточ-
ную сигнализацию  [5]. Так как аллицин име-
ет множество клеточных мишеней в клетках 
человека и способен ингибировать клеточную 
пролиферацию, ангиогенез и метастатиче-
ский процесс, увеличивать экспрессию генов-
супрессоров опухоли, индуцировать апоптоз 
и модулировать другие генетические пути, 

6*
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весьма перспективны исследования возмож-
ностей применения аллицина в качестве про-
тивоопухолевого агента [6].

Аналоги аллицина, симметричные и несим-
метричные тиосульфинаты, содержащие пре-
дельные и непредельные заместители, также 
присутствуют в экстракте чеснока [7]. Тиосуль-
финаты с предельными или ароматическими 
заместителями химически более устойчивы, 
чем аллицин  [8–10], обладают схожим с ним 
механизмом действия и являются перспектив-
ными кандидатами в лекарственные средства 
для терапии злокачественных новообразова-
ний. Аллицин и его аналоги продемонстриро-
вали противораковую активность в отноше-
нии различных типов опухолей (саркома  [11], 
лейкемия [12–14], меланома [15], лимфома [16], 
рак молочной железы  [17–22], яичников  [23–
25], печени [18, 19], лёгких [15, 19, 26], желуд-
ка  [27], кишечника  [15,  20, 28,  29], проста-
ты  [18,  29–31]) (табл.  1). В большинстве опуб-
ликованных обзоров, посвящённых противо-
раковым свойствам чеснока, в основном опи-
саны цитотоксические и терапевтические свой-
ства его экстрактов  [32,  33], а также продук-
тов реакции β-элиминирования сульфоксида 
S-аллил-L-цистеина – аллицина и продук-
тов его дальнейших превращений (диаллил-
сульфида, диаллилдисульфида, диаллилтри-
сульфида и аджоена)  [6,  34–36]. В отличие от 
свойств аллицина, цитотоксические свойства 
его аналогов исследованы мало. В настоящем 
обзоре собраны и проанализированы данные 
о противоопухолевом потенциале природных 
и синтетических тиосульфинатов, являющихся 
более перспективными по сравнению с алли-
цином ввиду их большей стабильности.

ПРИРОДНЫЕ ТИОСУЛЬФИНАТЫ

Аллицин и другие природные алкилза-
мещённые тиосульфинаты образуются при 
разрушении клеток растений рода Allium в 
результате ферментативной реакции расщеп-
ления небелковых аминокислот, сульфоксидов 
S-замещённого L-цистеина, катализируемой 
пиридоксаль-5′-фосфат-зависимой аллиина-
зой (КФ 4.4.1.4, рис. 1) [7, 8].

Исследования биологических свойств ал-
лицина начались с работ C.J.  Cavallito et  al., в 
которых были исследованы его антимикроб-
ные свойства [37], определена его структура и 
способность окислять цистеин [38]. Было уста-
новлено, что аллицин окисляет сульфгидриль-
ные группы нескольких ферментов и нейтра-
лизует гидроксильные радикалы (рис.  2)  [39]. 
Всестороннее исследование действия алли-
цина на протеом клеток Jurkat  [40] показало, 
что аллицин окисляет 332  белка протеома, и 
выявило влияние окисления сульфгидриль-
ных групп на основные клеточные функции 
выбранных белков, многие из которых могут 
быть мишенями для терапии рака.

Бактериальная β-глюкуронидаза (КФ 3.2.1.31) 
участвует в канцерогенезе, продукты расщеп-
ления её субстратов являются канцерогенны-
ми  [41]. В работах Takada et  al. и Morita et  al. 
[42,  43] было показано, что диметилтиосуль-
финат (ДМТС) необратимо ингибировал β-глю-
куронидазу (IC50 = 3,6 мкМ) путём модифика-
ции её свободных сульфгидрильных групп, 
таким образом уменьшая вызванную канцеро-
генами опухоль толстого кишечника.

Многочисленные исследования механизма 
действия аллицина на раковые клетки пока-
зали, что он тормозит клеточный цикл в фазе 
G2/M и индуцирует апоптоз [44] (рис. 3). Кро-
ме того, аллицин, как было показано на клет-
ках рака желудка SGC-7901, ингибирует актив-
ность теломеразы, которая реактивируется во 
множестве опухолей [27].

Впервые противоопухолевая активность 
четырёх диалкилтиосульфинатов – диметил-, 
диэтил-, дипропил-, дибутилтиосульфината 
(ДМТС, ДЭТС, ДПТС, ДБТС) – была показа-
на в 1957 г. [11]. В работе исследовали влияние 
бинарной смеси аллииназа + субстрат (суль-
фоксид S-этил-L-цистеина) и четырёх инди-
видуальных тиосульфинатов на рост привитой 
мышам опухоли саркомы  180. Предваритель-
ная инкубация клеток саркомы in  vitro либо с 
бинарной смесью, либо с тиосульфинатами 
перед трансплантацией мышам приводила к 
ингибированию роста опухолей, и далее в те-
чение 300 (бинарная смесь) и 180 (тиосульфи-
наты) дней не наблюдалось смертности живот-
ных. Внутривенные инъекции тиосульфинатов 

Рис. 1. Схема синтеза тиосульфинатов в клетках растений (R = аллил-, метил-, пропил-, бутил-, пропенил-)
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Таблица 1. Цитотоксическая и противоопухолевая активности тиосульфинатов

Тиосульфинат 
(R1SS(O)R2)

Источник Клеточная линия Результат
In vitro/
in vivo Ссылка

R1 = R2 = Me, 
Et, Pr, Bu

cинтез
асцитная 
саркома 180

полное ингибирование 
развития асцитов

in vivo [11]

R1 = R2 = Et cинтез
саркома 180
лимфосаркома 
Murphy–Sturm

ингибирование роста 
саркомы на 60%, роста 
лимфосаркомы на 40%

in vivo [11]

R1 = R2 = Me, Pr синтез

HL-60 (FAB M2), 
NB4 (FAB M3), 
U937 и MonoMac-6 
(FAB M5)

ингибирование роста 
лейкозных клеток

in vitro [12]

R1 = R2 = Me;
R1 = аллил, R2 = Me

выделены из 
Allium tuberosum L.

MCF-7, SW480, 
HepG2, 
LNCaр.FGC

цитотоксический эффект, 
апоптоз для клеток MCF-7

in vitro [18]

R1 = R2 = Me;
R1 = аллил, R2 = Me

выделены 
из A. tuberosum L.

асцитная 
саркома 180

увеличение продолжитель-
ности жизни животных

in vivo [18]

R1 = R2 = Me;
R1 = аллил, R2 = Me

выделены 
из A. tuberosum L.

RC-58T/h/SA#4
DU145

торможение роста клеток 
по механизму апоптоза

in vitro [30]

R1 = R2 = Me;
R1 = аллил, R2 = Me; 
экстракт из 
A. tuberosum L.

выделены 
из A. tuberosum L.

HT-29
каспаза-зависимый 
и каспаза-независимый 
пути апоптоза клеток

in vitro [28]

R1 = R2 = Me;
R1 = аллил, R2 = Me

выделены 
из A. tuberosum L. РС-3

каспаза-зависимый 
и каспаза-независимый 
пути апоптоза клеток

in vitro [31]

R1 = R2 = 4-MeOPh синтез MCF-7/Dx

остановка клеточного 
цикла в фазе G2/M, 
апоптоз, ингибирование 
митохондриального 
дыхания клеток

in vitro [17]

R1 = R2 = 4-MeOBn синтез
MDA-MB-468, 
MCF-7

каспаза-зависимый 
апоптоз

in vitro [21]

R1 = R2 = Et
ферментативная 
реакция

асцитная 
саркома 180

полное ингибирование 
роста опухоли

in vivo [11]

R1 = R2 = аллил
ферментативная 
реакция

ES-2
ингибирование роста 
и пролиферации опухоли

in vivo [24]

R1 = R2 = аллил
ферментативная 
реакция

N87, CB2
ингибирование роста 
и пролиферации опухоли

in vitro, 
in vivo [23]

R1 = R2 = аллил
ферментативная 
реакция

хронический 
лимфоцитарный 
лейкоз

апоптоз, ингибирование 
роста опухоли

in vitro, 
in vivo [14]

R1 = R2 = аллил, 
Me, Et, Pr 

ферментативная 
реакция

MCF-7, SCOV-3, 
SW-620

цитотоксический эффект in vitro [25]

R1 = R2 = аллил, 
Me, Et, Pr

ферментативная 
реакция

MCF-7, SKBR3, 
MDA-MB-231, 
T-47D

цитотоксический эффект, 
ингибирование роста 
опухоли

in vitro, 
in vivo [22]

R1 = R2 = Pr
ферментативная 
реакция

HT-29, COLO205, 
HCT116, Panc1, 
MIA-PaCa2, 22Rv1, 
DU-145, PC3, 
SW-620

цитотоксический эффект, 
ингибирование роста 
опухоли

in vitro, 
in vivo [29]
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Рис. 2. Влияние тиосульфинатов на белки (адаптировано из работы Borlinghaus et al. [3]). Доступный для атаки остаток 
цистеина (обозначен оранжевым) реагирует с тиосульфинатами посредством реакции дисульфидного обмена. Остаток 
цистеина, доступ к которому стерически заблокирован (обозначен синим цветом), с тиосульфинатами не реагирует

мышам, предварительно привитым клетками 
саркомы, задерживали возникновение зло-
качественных опухолей и в некоторых случаях 
полностью предотвращали их образование 
и гибель мышей. Было исследовано влияние 
ДЭТС на рост саркомы 180, привитой мышам, 
и лимфосаркомы Murphy-Sturm, привитой 
крысам. После 7-дневного введения ДЭТС и 
двухнедельного наблюдения область саркомы 
уменьшилась на 60%, область лимфосарко-
мы – на 40%. В более поздних исследованиях 
на мышах с привитой асцитной опухолью сар-
комы  180 введение ДМТС и аллилметилтио-
сульфината (АМТС) в дозе 50  мг/кг увеличи-
вало продолжительность жизни животных до 
29  дней, для контрольной группы продолжи-
тельность жизни составляла 16,8 дней [18].

Исследование действия трёх тиосульфи-
натов – аллицина, ДМТС и ДПТС – на тром-
боциты  [45] показало, что предельные тио-
сульфинаты, как и аллицин, дозозависимо 
ингибируют агрегацию тромбоцитов со зна-
чениями IC50, равными 15, 19 и 9  мкМ для ал-
лицина, ДMТС и ДПТС соответственно. Тио-
сульфинаты подавляли выпадение микроча-
стиц и втягивание тромба и дальнейшие собы-
тия, индуцированные агрегацией, такие как 
активация кальпаина. Кальпаин участвует в 
инвазии опухолевых клеток и их метастазиро-
вании  [46]. Таким образом, в данной работе 
(после долгого перерыва в исследовании био-
логической активности тиосульфинатов, на-
чатом в работе Weisberger et  al.  [11]) показана 
перспективность исследования ДМТС и ДПТС 
как потенциальных цитотоксических и про-
тивоопухолевых средств. В продолжение этих 
исследований было установлено, что ДМТС и 
ДПТС взаимодействуют с сульфгидрильными 
группами как на поверхности тромбоцитов, 
так и внутри клетки, окисляя внутриклеточ-
ные белки, в том числе кальпаин, и исследо-
ваны реакции тромбоцитов (сигналы Са2+, ре-

акция высвобождения и состояние активации 
интегрина) на модификацию их поверхност-
ных SH-групп  [47]. В работе Merhi et  al.  [12] 
было установлено, что ДМТС и ДПТС, но не 
аллицин, влияли на злокачественные мие-
лоидные клеточные линии человека HL-60 
(FAB M2), NB4 (FAB M3), U937 и MonoMac-6 
(FAB M5), воздействуя на рост клеток, диф-
ференцировку и секрецию факторов, участ-
вующих в опухолевых процессах. Обработка 
лейкозных клеточных линий этими двумя тио-
сульфинатами приводила к индуцированию 
созревания макрофагов, обладающих проти-
воопухолевой активностью, и ингибирова-
нию уровней секреции матриксной металло-
протеиназы-9 (MMP-9) и фактора некроза 
опухоли (TNF-α), которые могут играть важ-
ную роль в прогрессировании рака, влияя на 
ангиогенез опухоли, её рост и/или метаста-
зирование. Авторы полагают, что отсутствие 
влияния аллицина объясняется его неустойчи-
востью. Исследуемые в работе тиосульфинаты 
использовались как водные растворы, однако 
эти соединения более устойчивы в органи-
ческих растворителях  [17]. Вполне вероятно, 
что объяснение авторов об отсутствии влия-
ния аллицина на лейкозные клетки из-за не-
устойчивости при использовании его водного 
раствора правомерно. В то же время другие 
авторы показали, что в клетках HL60 и U937 
аллицин (растворитель в работе не указан) 
индуцировал ингибирование роста и вызывал 
апоптотические события, такие как блеббинг, 
деполяризацию митохондриальной мембраны, 
высвобождение цитохрома  c в цитозоль, ак-
тивацию каспазы  9 и каспазы  3 и фрагмента-
цию ДНК [13].

Цитотоксическая и противоопухолевая ак-
тивности тиосульфинатов, выделенных из A. tu-
berosum L., исследовались в нескольких работах. 
АМТС и ДМТС проявили дозо- и времязави-
симый цитотоксический эффект на клеточных 
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Рис. 3. Цитостатическое действие тиосульфинатов на опухолевые клетки. PKA  – протеинкиназа  А; AIF  – фактор, 
индуцирующий апоптоз; Bax – проапоптотический белок; Bcl2 – антиапоптотический белок; АФК – активные фор-
мы кислорода; PARP – поли(APD-рибоза)-полимераза; TGF-2 – трансформирующий фактор роста; EndoG – эндо-
нуклеаза G; Fas, FasL – белки семейства TNF (фактора некроза опухоли); MMP – митохондриальный мембранный 
потенциал

линиях рака молочной железы MCF-7, тол-
стого кишечника SW480, гепатоцеллюлярной 
карциномы HepG2, андроген-положительных 
и андроген-отрицательных клетках простаты 
человека LNCaP-FGC, RC-58T/h/SA#4, РС-3,
 DU145 (табл.  2)  [18,  30,  31]. АМТС оказался 
наилучшим ингибитором.

Тиосульфинаты снижали количество жиз-
неспособных клеток в зависимости от дозы и 

времени и останавливали рост клеток в позд-
ней фазе G1. Наиболее чувствительными были 
клетки RC-58T/h/SA#4. После обработки кле-
ток смесью тиосульфинатов наблюдали фраг-
ментацию ядер и апоптототические тельца. 
Исследовав морфологические изменения кле-
ток, фрагментацию ДНК, состояние белка PAR, 
экспрессия которого специфически повыша-
ется в опухолевых клетках, претерпевающих 
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Таблица 2. Цитотоксичность тиосульфинатов из A. tu bero-
sum L.

Линии клеток

IC50 (мкг/мл)

ДМТС АМТС

MCF-7
17,05 

(155,0 мкМ)
7,51 

(55,22 мкМ)

SW480
16,28 

(148,0 мкМ)
7,17 

(52,75 мкМ)

HepG2
20,2 

(183,64 мкМ)
11,81 

(86,83 мкМ)

LNCaP-FGC
11,24 

(102,1 мкМ)
4,04 

(29,71 мкМ)

RC-58T/h/SA#4
10,56 

(96,06 мкМ)
3,52 

(25,28 мкМ)

PC-3
18,22 

(165,6 мкМ)
8,56 

(62,94 мкМ)

DU145
20,2 

(183,63 мкМ)
11,67 

(85,80 мкМ)

апоптоз, активности каспаз и другие призна-
ки, характерные для апоптоза, авторы пришли 
к выводу, что апоптоз, индуцируемый тио-
сульфинатами, связан с активацией каспазы 3, 
8 и 9. Они также установили, что тиосульфи-
наты стимулировали расщепление белка Bid, 
который активирует белок Bax, запускающий 
митохондриальный путь апоптоза. Bid рас-
щеплялся каспазой  8, что приводило к акти-
вации каспазы  9 и каспазы  3. Тиосульфина-
ты снижали экспрессию антиапоптотического 
белка Bcl-2, блокирующего повышение про-
ницаемости мембраны митохондрий, и повы-
шали экспрессию проапоптотического белка 
Bax, который ускоряет запрограммированную 
гибель клеток путём связывания репрессора 
апоптоза Bcl-2. Эти данные указывали на то, 
что индукция апоптоза у обработанных сме-
сью двух тиосульфинатов клеток может быть 
связана с каспаза-зависимым каскадом, кото-
рый включает активацию митохондриального 
пути апоптоза, инициируемого ингибирова-
нием белка Bcl-2 и активацией Bax. Тиосуль-
финаты повышали экспрессию AIF (фактора, 
индуцирующего апоптоз) и его транслокацию 
в ядра. Митохондриальный флавопротеин AIF, 
действующий независимо от каспаз, индуци-
рует апоптоз, перемещаясь в ядро после начала 
апоптоза. Суммируя все данные, авторы сдела-
ли заключение, что тиосульфинаты тормозили 
рост клеток путём запуска апоптоза, который 

может протекать как по каспаза-зависимому, так 
и по каспаза-независимому механизму (рис. 3).

Каспаза-зависимый и каспаза-независимый 
пути апоптоза клеток НТ-29 колоректального 
рака человека под действием тиосульфина-
тов исследованы в работе Lee et al. [28]. Смесь 
ДМТС и АМТС индуцировала гибель клеток 
HT-29 в зависимости от дозы и времени. Обра-
ботка клеток смесью активировала каспазы 3, 
8 и 9 и стимулировала расщепление белка Bid. 
Авторы установили, что тиосульфинаты сни-
жали экспрессию антиапоптотического белка 
Bcl-2 и повышали экспрессию проапоптотиче-
ского белка Bax. Они также увеличивали экс-
прессию белка AIF, независимого от каспазы 
фактора митохондриального апоптоза, и инду-
цировали фрагментацию ДНК и конденсацию 
хроматина в клетках HT-29.

ЦИТОТОКСИЧЕСКАЯ 
И ПРОТИВООПУХОЛЕВАЯ АКТИВНОСТИ 

СИНТЕТИЧЕСКИХ ТИОСУЛЬФИНАТОВ

Как отмечалось выше, аналоги аллицина, 
содержащие вместо непредельных заместите-
лей насыщенные углеводородные или арома-
тические радикалы, более устойчивы, чем сам 
аллицин. Установленные цитотоксические и 
противоопухолевые свойства природных тио-
сульфинатов стимулируют синтез и исследова-
ние биологической активности их аналогов.

В работе Roseblade et  al.  [17] было син-
тезировано 22  тиосульфината и проведено 
исследование их стабильности и антипроли-
феративной активности на клетках MCF-7, 
чувствительных ко многим лекарственным 
средствам, и клетках MCF-7/Dx, обладающих 
множественной лекарственной устойчиво-
стью. Все тиосульфинаты оказались более ста-
бильны, чем аллицин. Использование поляр-
ных растворителей значительно увеличивало 
их стабильность. За исключением единствен-
ного соединения, тиосульфинаты не имели 
каких-либо рисков токсичности и не обладали 
мутагенными, онкогенными или раздражаю-
щими эффектами. Было проведено исследова-
ние влияния тиосульфинатов на гибель клеток, 
апоптоз, ход клеточного цикла и биоэнергети-
ческую функцию митохондрий.

Cимметричные и асимметричные тиосуль-
финаты, содержащие преимущественно аро-
матические фрагменты, проявили большую 
антипролиферативную активность в отноше-
нии клеток MCF-7 и MCF-7/Dx, чем аллицин 
(табл.  3). Эти соединения также были эффек-
тивны по отношению к клеткам со множе-
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Таблица 3. Цитотоксичность тиосульфинатов вида 
R1SS(O)R2

Соединение
IC50 (мкМ)

MCF-7/Dx MCF-7

Аллицин 41,23 -

R1 = Bu, 
R2 = Bu

33,74 > 50

R1 = 4-MePh, 
R2 = Et

35,99 > 50

R1 = 4-MePh, 
R2 = Pr

38,11 > 50

R1 = 4-MeO-Ph, 
R2 = 4-MePh

40,77 > 50

R1 = 4-MeO-Ph, 
R2 = 4-MeO-Ph

18,54 46,50

R1 = 4-MeO-Ph, 
R2 = Et

28,97 > 50

R1 = 4-MeO-Ph, 
R2 = Bu

28,97 > 50

R1 = 4-MeO-Ph, 
R2 = t-Bu

45,54 > 50

R1 = 4-MeO-Ph, 
R2 = гексил

41,11 > 50

R1 = 4-MeO-Ph, 
R2 = циклогексил

28,75 > 50

R1 = 4-MeO-Ph, 
R2 = 4-t-BuBn

48,61 > 50

ственной лекарственной устойчивостью. Среди 
них симметричный тиосульфинат, содержа-
щий 4-метоксифенильные группы (R1SS(O)R2, 
R1 = R2 = 4-MeO-Ph), который проявил наи-
большую цитотоксическую активность как на 
клетках MCF-7/Dx, так и на клетках MCF-7. 
Исследования влияния этого соединения на 
клеточную морфологию и стадии цикла клеток 
MCF-7/Dx показали, что тиосульфинат изме-
нил клеточную морфологию и остановил кле-
точный цикл в фазе G2/M. Соединение дозоза-
висимо индуцировало апоптоз и ингибировало 
митохондриальное дыхание клеток в состоянии 
покоя и при стрессе. Множественная лекар-
ственная устойчивость к противоопухолевым 
соединениям является серьёзной проблемой 
при лечении онкологических заболеваний, и 
полученные в данной работе результаты демон-
стрируют, что тиосульфинаты перспективны 
как новые средства против химиорезистентных 
опухолей.

Из 19  синтезированных в работе Bhaumik 
et  al.  [21] симметричных алкил/арил/глико-
зилалкилтиосульфинатов три соединения (R  =
= ацетоксиэтил-, 4-метоксибензил-, гликозил -
алкил-) (рис.  4) показали наибольшую эффек-
тивность в ингибировании пролиферации кле-
ток рака молочной железы MDA-MB-468 
со значениями IC50, равными 18,87, 11,34 и 
22,38  мкМ соответственно. Аналогичная эф-
фективность этих соединений наблюдалась и 
на клетках MCF-7 со значениями IC50, равны-
ми 22,36, 13,01 и 25,92 мкМ соответственно.

В клетках MDA-MB-468 и MCF-7 тиосуль-
финат с 4-метоксибензильным заместителем 
вызывал образование активных форм кисло-
рода и изменения в проницаемости митохон-
дрий. Для двух клеточных линий наблюдали 
увеличение экспрессии проапоптотического 
белка Bax, снижение экспрессии антиапопто-
тического белка Bcl-2, блокирующего повыше-
ние проницаемости мембраны митохондрий, 
активацию каспазы  3 и индуцированные кас-
пазой повреждения ДНК, что свидетельствует 
об апоптозе клеток MDA-MB-468 и MCF-7.

В работе Block et  al.  [48] были синтези-
рованы фторированные аналоги серосодер-
жащих соединений чеснока, в том числе и 
дифтораллицин, и исследовано их влияние на 
ангиогенез и тромбоз в сравнении с нефтори-
рованными соединениями. Антиангиогенная 
эффективность фторированных соединений 
исследовалась с использованием модели хо-
риоаллантоисной мембраны цыплят и инду-
цированной матригелем мышиной модели. 
Кроме того, в цельной крови человека исследо-
вали влияние тех же соединений на агрегацию 

Рис. 4. Синтетические аналоги аллицина с антипролифе-
ративными свойствами
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тромбоцитов и динамику тромбоцитарно-
фибринового сгустка. Дифтораллицин, как 
и другие фторированные аналоги, эффек-
тивно ингибировал ангиогенез, опосредован-
ный либо фактором роста эндотелия сосудов, 
либо основным фактором роста фибробластов 
в хориоаллантоисной мембране цыплят или 
в матриксной модели. Дифтораллицин про-
демонстрировал большее ингибирование по 
сравнению с другими соединениями. Смерт-
ности эмбрионов при этом не наблюдалось. 
Аллицин и дифтораллицин показали срав-
нимый и больший по сравнению с другими 
соединениями антитромбоцитарный эффект. 
Однако антикоагулянтная активность дифтор-
аллицина была больше как по сравнению с 
другими соединениями, так и с аллицином. 
Большую по сравнению с аллицином биологи-
ческую активность дифтораллицина авторы 
объясняют тем, что введение фтора увеличило 
электрофильность атома серы, т.е. способ-
ность соединения тиолировать сульфгидриль-
ные группы. Кроме того, введение атома фтора 
в молекулу аллицина, как полагают авторы, 
должно было приводить к изменению липо-
фильности соединения и его способности про-
никать через мембрану. Ангиогенез играет 
важную роль в росте опухоли и метастазирова-
нии. Поэтому дифтораллицин может быть но-
вым противоопухолевым препаратом, подле-
жащим, в отличие от аллицина, патентованию. 
Следует отметить, что в работе установлена 
неизвестная ранее для аллицина антикоагу-
лянтная активность, что может стимулиро-
вать исследование других тиосульфинатов как 
антикоагулянтов.

ТИОСУЛЬФИНАТЫ В ФЕРМЕНТАТИВНОЙ 
ПРОЛЕКАРСТВЕННОЙ ТЕРАПИИ

Новым подходом для лечения онкологиче-
ских заболеваний является направленная фер-
ментная пролекарственная терапия опухолей. 
Этот подход включает два этапа. На первом 
выбранный фермент или его ген доставляется 
к опухолевым клеткам. На втором этапе не-
токсичный субстрат (пролекарство) фермен-
тативно преобразуется в токсичное средство 
только в области опухоли. Это позволяет повы-
сить селективность действия цитотоксического 
вещества на опухолевые клетки и снизить его 
токсичность для организма в целом. Впервые 
такой подход был применён в 1974 г. [49] и ин-
тенсивно развивается в настоящее время.

Первым тиосульфинатом, полученным in situ 
в составе фармакологической пары пи ри-

доксаль-5′-фосфат-зависимая аллииназа (KФ 
4.4.1.4) + аллиин, был аллицин. В работе Miron 
et  al.  [23] был получен ковалентный конъюгат 
аллииназы с моноклональным антителом к 
рецептору эпидермального фактора роста че-
ловека (ErbB2). Конъюгат связывался с опухо-
левыми клетками-мишенями (клеточная линия 
аденокарциномы желудка человека N87, экс-
прессирующая рецепторы ErbB2, и клеточная 
линия рака яичников китайского хомяка CB2, 
трансфицированная экспрессионным векто-
ром млекопитающих ErbB2). После добавле-
ния к клеткам аллиина наблюдалось эффек-
тивное ингибирование их роста. В опытах 
in vivo на ксенографтах N87, привитых мышам, 
также была продемонстрирована высокая про-
тивоопухолевая активность аллицина, обра-
зующегося in  situ при введении животным 
этого конъюгата и аллиина. При этом субстрат 
и продукт реакции не оказывали негативного 
действия на здоровые ткани животных. Авто-
ры объясняют этот эффект отсутствием ток-
сичности у аллиина и высоким уровнем кли-
ренса аллицина.

В работе Arditti et al. [14] был получен 
конъюгат аллииназы с моноклональным анти-
телом ритуксимабом, которое распознаёт Т-кле-
точный поверхностный антиген T11/Leu-5 
(CD20). При добавлении полученного конъю-
гата и аллиина к злокачественным В-клеткам, 
экспрессирующим в различных количествах 
CD20 (клетки В-хронического лимфолейкоза 
и клетки В-клеточных лимфом), образовав-
шийся in  situ аллицин приводил к гибели опу-
холевых В-клеток посредством апоптоза. На 
радиационной химере человек-мышь с приви-
тыми животным CD20+ опухолевыми клетками 
В-хронического лимфолейкоза/мантийнокле-
точной лимфомы/ВЭБ-трансформированных 
В-клеток было показано, что однократное вве-
дение конъюгата с последующим многократ-
ным введением аллиина приводит к значитель-
ному снижению количества опухолевых клеток 
в образцах клеток брюшины, взятых через 24 ч 
после последнего введения субстрата.

Для направленной доставки аллииназы к 
поверхности опухолевых клеток с гиперэкс-
прессией рецепторов эстрогена (ER+) были 
получены конъюгаты аллииназы с природным 
фитоэстрогеном дайдзеином (Dz), имеющим 
химически сходную с эстрадиолом структу-
ру [24]. Конъюгат специфически связывался с 
клетками рака яичников in  vitro и при добав-
лении аллиина эффективно продуцировал 
цитотоксические молекулы аллицина, которые 
убивали раковые клетки. Исследование био-
распределения меченного европием конъюгата 
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аллииназа-дайдзеин на моделях ксенографтов 
ES-2 у мышей показало его преимуществен-
ное накопление в опухолях по сравнению с 
другими тканями. Эффективность конъюгата 
в присутствии аллиина также была доказана 
in  vivo при лечении мышей с привитой опу-
холью рака яичника  [24]. В течение первых 
12 дней в терапевтической группе наблюдалось 
торможение роста опухолей по сравнению с 
группой животных, принимавших плацебо. 
Гистологическое исследование органов и тка-
ней не выявило каких-либо дополнительных 
очагов карциномы или признаков токсичности 
препаратов.

В работе Chhabria et  al.  [50] показано, что 
конъюгат аллииназы с моноклональным анти-
телом к опухолевому маркеру рака поджелу-
дочной железы CA19-9 связывается с клетками 
рака поджелудочной железы MIA PaCa-2, и при 
добавлении аллиина локализованная в рако-
вых клетках аллииназа вырабатывает аллицин, 
который индуцирует апоптоз посредством раз-
личных эпигенетических модификаций, в част-
ности, активации экспрессии каспазы 3, фраг-
ментации ДНК, остановки клеточного цикла и 
экспрессии ингибитора циклинзависимой ки-
назы p21WAF1/Cip1, а также образования активных 
форм кислорода и истощения запаса глутатио-
на. Специфичность противоопухолевой актив-
ности аллицина, генерируемого in  situ, была 
продемонстрирована на нескольких типах кле-
ток с использованием новой интегрированной 
дискретной системы совместного культиви-
рования нескольких органов (IdMOC). Алли-
цин оказывал дозозависимое цитотоксическое 
действие на клеточную линию MIA PaCa-2, 
тогда как для клеточных линий, не экспресси-
рующих антиген CA19-9 (аденокарцином яич-
ников OAW 4, молочной железы MCF-7, пред-
стательной железы PC3, гепатоцеллюлярной 
карциномы HepG2 и фибробластов кожи чело-
века HDF), статистически значимой разницы 
в жизнеспособности клеток не наблюдалось.

Пиридоксаль-5′-фосфат-зависимая метио-
нин- γ-лиаза (КФ  4.4.1.11, МГЛ), помимо фи-
зиологической реакции γ-элиминирования 
L-метионина [51], катализирует реакцию β-эли-
минирования S-замещённых аналогов L-ци-
стеина, в том числе сульфоксидов S-алк(ен)ил-
L-цистеина, продуктами которой являются 
тиосульфинаты  [52,  53]. Поскольку тиосульфи-
наты окисляют сульфгидрильные группы бел-
ков и могут ингибировать МГЛ, были созданы 
мутантные формы фермента из нескольких 
бактериальных источников с заменой остатка 
цистеина-115 их активных центров на гисти-
дин (С115Н МГЛ, нумерация согласно амино-

кислотной последовательности МГЛ Сitrobacter 
freundii). Мутантные формы эффективно ката-
лизировали реакцию расщепления сульфокси-
дов S-алк(ен)ил-L-цистеина  [54,  55] и были 
использованы в качестве ферментной состав-
ляющей фармакологической пары для испы-
тания цитотоксической и противоопухолевой 
активностей тиосульфинатов, образующихся 
in  situ. При использовании подхода фермент-
ной пролекарственной терапии необходимо, 
чтобы введённый ферментный компонент был 
активен в плазме в течение периода, необходи-
мого для получения достаточного количества 
лекарства из пролекарства. Нативная МГЛ бы-
стро выводится из кровотока [56]. Для улучше-
ния фармакокинетических параметров C115H 
МГЛ было использовано несколько общепри-
нятых подходов, таких как пэгилирование, 
инкапсулирование в липосомы и полиионные 
везикулы (ПИКсомы) [57] и модификация фер-
мента полисиаловой кислотой  [25]. Инкапсу-
лирование в ПИКсомы продлило стабильность 
C115H МГЛ в кровотоке более чем на 42  ч по 
сравнению с пэгилированным ферментом [57]. 
Период полувыведения С115Н МГЛ, конъю-
гированной с полисиаловой кислотой, также 
увеличился в 3–6 раз по сравнению с нативным 
ферментом. В реакции с сульфоксидами S-за-
мещённого L-цистеина каталитическая эффек-
тивность как инкапсулированного в ПИКсомы 
фермента, так и его модифицированной поли-
сиаловой кислотой формы была сравнима с та-
ковой для нативной С115Н МГЛ. Цитотоксиче-
ский эффект аллицина, ДМТС, ДЭТС и ДПТС, 
получаемых в парах С115Н МГЛ/сульфоксиды 
S-(аллил/алкил) замещённого L-цистеина, был 
показан in  vitro на линиях аденокарциномы 
MCF-7, SCOV-3 и SW-620 (табл. 4).

Таблица 4. Цитотоксичность тиосульфинатов, произво-
димых фармакологическими парами C115H МГЛ/суль-
фоксид

Тиосульфинат

Клеточная линия

MCF-7 SCOV-3 SW-620

IC50, мкМ

Аллицин 30,80 104,7 40,12

ДМТС 68,05 127,04 108,90

ДЭТС 21,70 119,39 36,17

ДПТС 15,03 87,19 19,24
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Значения IC50 для аллицина и ДМТС для 
линии MCF-7 оказались близки к получен-
ным данным для синтетических тиосульфина-
тов (44 мкМ и > 50 мкМ соответственно) [17]. 
Для ДЭТС и ДПТС показан самый высокий 
цитотоксический эффект на линиях MCF-7 и 
SW-620 (IC50 < 36 мкМ). Значения IC50 синте-
тических тиосульфинатов для линии MCF-7 
составляли более 50  мкМ  [17]. Для клеток 
SCOV-3 значения IC50 для аллицина были ана-
логичны данным, полученным для синтетиче-
ского аллицина (93 мкМ) для этой линии [24].

Примечательно, что для всех клеточных ли-
ний наблюдалось усиление цитотоксического 
действия тиосульфинатов с увеличением дли-
ны цепи алкильных радикалов (табл.  4). Впер-
вые факт увеличения бактерицидного действия 
тиосульфинатов на грамположительные бакте-
рии с увеличением длины их алкильных групп 
был отмечен в работе Small et al. [9], где авторы 
предположили, что удлинение алкильной груп-
пы делает соединения более липофильными, 
позволяя им эффективно атаковать сульфгид-
рильные группы белков.

Сохранение каталитической активности фер-
мента С115Н, инкапсулированного в ПИК сомы, 
цитотоксический эффект фармакологической 
пары С115Н МГЛ + сульфоксиды S-замещён-
ного L-цистеина, сравнимый с таковым для 
синтетических тиосульфинатов, высокая био-
доступность инкапсулированного в ПИКсомы 
фермента – все эти факты показали перспек-
тивность применения фармакологической пары 
как потенциального нового противоопухоле-
вого средства. Для направленной доставки па-
ры к ER+ опухолям C115H МГЛ была конъюги-
рована с дайдзеином [22]. Конъюгат (C115H-Dz) 
связывался с линиями MCF-7, SKBR3, MDA-
MB-231 и T-47D рака молочной железы и в 
присутствии сульфоксидов S-(аллил/алкил)-
L-цистеина проявлял цитотоксический эффект 
(табл.  5). Конъюгирование увеличило время 
полувыведения фермента с 4,2 ч до 7,2 ч. Про-
тивоопухолевое действие фармакологической 
пары C115H-Dz/пропиин было проверено 
in  vivo на ксенотрансплантатах SKBR-3: пара 
ингибировала рост опухоли на 85% (дози-
ровка составила 30  ед. конъюгата, 30  мг/мл 
пропиина).

В работе Abo Qoura et al. [29] была исследо-
вана цитотоксическая и противоопухолевая ак-
тивность фармакологической пары C115H-Dz/
пропиин на линиях солидных опухолей HT-29, 
COLO205 и HCT116 (рак толстой кишки), 
Panc1 и MIA-PaCa2 (рак поджелудочной желе-
зы), 22Rv1, DU-145 и PC3 (рак предстательной 
железы).

Таблица 5. Цитотоксичность конъюгата C115H МГЛ-Dz 
в присутствии сульфоксидов S-замещённого L-цистеина

Сульфоксид 
(1 мг/мл)

Клеточная линия

MCF-7 SKBR3 MDA-MB-231 T-47D

IC50, мкМ

Метиин 0,48 14,5 > 18,6 2,81

Этиин 0,35 0,8 > 18,6 2,28

Пропиин 0,53 1,15 > 18,6 1,97

Аллиин 1,38 1,0 > 18,6 2,13

In vitro на клеточных линиях рака толстой 
кишки лучший эффект наблюдался для HT-29 
(IC50 = 6,9 мкМ). Значения IC50 для MIA-PaCa2 
и Panc1 составляли 3,4 и 3,8  мкМ соответ-
ственно. Среди клеточных линий рака пред-
стательной железы наиболее чувствительной к 
ДПТС оказалась линия 22Rv1 (IC50 = 5,4 мкМ). 
In  vivo противоопухолевая активность фарма-
кологической пары была изучена на подкож-
ных ксенотрансплантатах HT-29, SW-620, Panc1, 
MIA-PaCa2 и 22Rv1 у мышей BALB/c nude. 
При терапии животных фармакологической 
парой C115H-Dz/пропиин наблюдалось значи-
тельное уменьшение объёма опухолей Panc1, 
MIA-PaCa2, HT-29 и 22Rv1 (дозировка компо-
нентов фармакологической пары составляла 
30 ед. конъюгата, 30 мг/мл пропиина).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Интенсивные исследования тиосульфина-
тов как потенциальных средств терапии рака 
начались сравнительно недавно. Несмотря на 
подтверждённые многообразные биологиче-
ские активности аллицина, этот тиосульфинат 
мало применяется в фармакологии. Это, веро-
ятно, во многом объясняется его химической 
нестабильностью и летучестью  [3–5]. Кроме 
того, в крови аллицин очень быстро метабо-
лизируется  [6,  7]. Представленные в обзоре 
результаты позволяют считать, что более ста-
бильные тиосульфинаты с предельными или 
ароматическими заместителями могут быть но-
выми перспективными противоопухолевыми 
средствами, действующими в том числе про-
тив опухолей со множественной лекарствен-
ной устойчивостью. Поскольку тиосульфина ты 
имеют множество мишеней в организме, окис-
ляя серосодержащие белки, и могут оказывать 
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цитотоксический эффект на здоровые клетки, 
использование метода получения тиосуль-
финатов in  situ с помощью ферментативной 
реакции непосредственно у поверхности опу-
холевой клетки обещает стать перспектив-
ным направлением в терапии злокачественных 
новообразований. Имеющиеся в литературе 
данные свидетельствуют о том, что использо-
вание фармакологических пар в направленной 
ферментной терапии позволяет обеспечивать 
эффективное образование тиосульфинатов не-
посредственно в области опухоли и тем самым 
уменьшать их цитотоксическое действие на 
нормальные клетки организма. В перспективе 
такие препараты можно было бы использовать 
в комбинированной терапии с другими извест-
ными цитостатическими агентами с целью 
уменьшения вероятности возникновения рези-
стентности к применяемым препаратам у рако-

вых клеток, а также для ликвидации вторичных 
очагов опухолевого роста.
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THIOSULFINATES: CYTOTOXIC AND ANTITUMOR ACTIVITY
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T. V. Demidkina, and S. V. Revtovich

Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, 
119991 Moscow, Russia; e-mail: vitviku@yandex.ru

The pharmacological value of some natural compounds makes them attractive for use in oncology. Sulfur- 
containing thiosulfinates found in plants of the genus Allium have long been known as compounds with 
various therapeutic properties, including antitumor. In recent years, the effect of thiosulfinates on various 
stages of carcinogenesis has been actively studied. In vitro and in vivo studies have shown that thiosulfinates 
inhibit the proliferation of cancer cells, as well as induce apoptosis. The purpose of this review is to summa-
rize current data on the use of natural and synthetic thiosulfinates in cancer therapy. Antitumor mechanisms 
and molecular targets of these promising compounds are discussed. A significant part of the review is devot-
ed to the consideration of a new strategy for the treatment of oncological diseases – the use of the method 
of directed enzyme prodrug therapy with the possibility of obtaining antitumor thiosulfinates in situ.

Keywords: natural and synthetic thiosulfinates, cytostatic activity, antitumor activity, targeted enzyme prodrug therapy



БИОХИМИЯ, 2023, том 88, вып. 7, с. 1137 – 1161

1137

УДК 577.12

S-ГЛУТАТИОНИЛИРОВАНИЕ И S-НИТРОЗИЛИРОВАНИЕ 
КАК МОДУЛЯТОРЫ РЕДОКС-ЗАВИСИМЫХ ПРОЦЕССОВ 

В ОПУХОЛЕВОЙ КЛЕТКЕ

Обзор

© 2023 Е.В. Калинина*, М.Д. Новичкова

Российский университет дружбы народов, 
117198 Москва, Россия; электронная почта: kalinina-ev@rudn.ru

Поступила в редакцию 10.02.2023
После доработки 10.03.2023

Принята к публикации 11.03.2023

Развитие окислительного/нитрозативного стресса, связанного с активацией онкогенных путей, 
является следствием роста уровня генерации активных форм кислорода и азота (АФК/АФА) в опу-
холевых клетках. Действие АФК/АФА имеет двойственный характер: высокие уровни вызывают 
клеточную гибель и ограничение опухолевого роста на определенных фазах развития злокаче-
ственных новообразований, тогда как низкие концентрации позволяют осуществлять окислитель-
ные/нитрозативные модификации ключевых редокс-зависимых остатков в регуляторных белках. 
Обратимость таких модификаций, как S-глутатионилирование/S-нитрозилирование, которые про-
исходят посредством электрофильной атаки АФК/АФА на нуклеофильные остатки Cys, обеспечи-
вает редокс-переключение активности сигнальных белков и возможность управления процессами 
пролиферации и программированной гибели. Уровень S-глутатионилированных и S-нитрозили-
рованных белков контролируется балансом между S-глутатионилированием/деглутатионилирова-
нием и S-нитрозилированием/денитрозилированием, соотношение которых зависит от клеточного 
редокс-статуса. Степень S-глутатионилирования и S-нитрозилирования белковых мишений и их 
соотношение во многом определяют состояние и направление сигнальных путей в опухолевых 
клетках. В обзоре рассматриваются особенности реакций S-глутатионилирования и S-нитрозили-
рования в опухолевых клетках, баланс систем, контролирующих их активность и их связь с редокс-
зависимыми процессами и опухолевым ростом.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: активные формы кислорода и азота, окислительный и нитрозативный стресс, S-глу-
татионилирование и деглутатионилирование, S-нитрозилирование, транс-нитрозилирование, денитро-
зилирование.

DOI: 10.31857/S0320972523070060, EDN: FXFQLC

Принятые сокращения: АФА  – активные формы азота; АФК  – активные формы кислорода; ПФП  – пентозо-
фосфатный путь; РПЖ  – рак предстательной железы; ЭТЦ  – электрон-транспортная цепь; GAPDH  – глицераль-
дегид-3-фосфатдегидрогеназа; Grx  – глутаредоксин; GSH и GSSG  – восстановленный и окисленный глутатион; 
GSNO – нитрозоглутатион; GSNOR – S-нитрозоглутатионредуктаза; NF-κB – ядерный фактор κB; NO – оксид азота; 
NOS – NO-синтаза; Nrf2 – NF-E2-зависимый фактор 2; PDI – протеин-дисульфид изомераза; PKC – протеинки наза C; 
Pr-SH – тиол белка; Pr-SSG – S-глутатионилированный белок; Prx – пероксиредоксин; Srx – сульфиредоксин; Trx – 
тиоредоксин; TrxR – тиоредоксинредуктаза.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Редокс-баланс, во многом определяемый 
соотношением между генерацией активных 
форм кислорода (АФК) и активных форм азо-
та  (АФА), с одной стороны, и уровнем анти-
оксидантной системы  – с другой, служит ос-
нованием для клеточного редокс-гомеостаза, 
состояние которого крайне важно для активно-

сти основных биологических процессов, вклю-
чая пролиферацию/дифференцировку клеток, 
метаболический гомеостаз и иммунные реак-
ции [1, 2]. АФК/АФА постоянно генерируются 
как побочные продукты различных клеточных 
процессов, и изменение их уровня выше фи-
зиологического редокс-диапазона способству-
ют развитию окислительного/нитрозатив ного 
стресса  [3, 4]. Хронический характер такого 

7



КАЛИНИНА, НОВИЧКОВА1138

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

стресса приводит к повреждению клеток, тка-
ней и органов и связан с патогенезом различных 
заболеваний, в том числе онкологических [3].

Отличительной чертой многих злокаче-
ственных новообразований и линий опухо-
левых клеток является развитие «мягкого» 
окислительного/нитрозативного стресса, ко-
торый связан с активацией онкогенных путей 
и появление которого является следствием 
роста уровня генерации АФК/АФА, частично 
скомпенсированного адаптивным повышени-
ем активности систем их элиминации  [2, 5]. 
Соответственно, продукция АФК/АФА опу-
холевыми клетками является результатом ре-
докс-зависимой модуляции многочисленных 
сигнальных путей, влияющих на клеточный 
метаболизм  [6]. Окислительный/нитрозатив-
ный стресс может способствовать прогресси-
рованию опухолевого роста вследствие неста-
бильности генома и хромосомных аномалий 
с усиленной активацией онкогенов и подав-
лением онкосупрессоров, изменением мета-
болизма опухолевых клеток  [7]. Повреждение 
ДНК приводит к гидролизу оснований ДНК 
с образованием аддуктов, которые нарушают 
нормальный рост клеток за счет индукции ген-
ных мутаций и изменения нормальной тран-
скрипции генов.

Опухолевые клетки адаптируются к окис-
лительному стрессу в краткосрочной перспек-
тиве за счет метаболического перепрограмми-
рования и в долгосрочной перспективе  – за 
счет генетического репрограммирования  [3]. 
Существенную роль в системе адаптационного 
механизма играют реакции посттрансляцион-
ной модификации, приводящие к редокс-за-
висимому изменению функциональной актив-
ности белков [8]. Низкие концентрации АФК/
АФА, поддерживаемые активностью эндо-
генной антиоксидантной системы, позволя-
ют осуществлять модификации посредством 
электрофильной атаки АФК/АФА на нуклео-
фильные группы аминокислотных остатков 
в регуляторных белках. Обратимый характер 
таких реакций обеспечивает редокс-переклю-
чения в активности сигнальных белков. Среди 
редокс-модификаций реакции S-глутатиони-
лирования и S-нитрозилирования, осущест-
вляемые через SH-группу остатков Cys в бел-
ке, наиболее часто встречаемые в опухолевых 
клетках [9–12]. Уровень активности этих реак-
ций во многом связан с прогрессией опухоле-
вого роста.

В настоящем обзоре анализируются осо-
бенности реакций S-глутатионилирования и 
S-нитрозилирования в опухолевых клетках, 
баланс систем, контролирующих их актив-

ность и их связь с редокс-зависимыми процес-
сами и опухолевым ростом.

ИСТОЧНИКИ ОБРАЗОВАНИЯ АФК 
В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ. 

РАЗВИТИЕ ОКСИЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА

Опухолевые клетки характеризуются повы-
шенной генерацией АФК, что в значительной 
степени инициируется действием физических 
факторов и онкогенов, инициирующих зло-
качественную трансформацию  [3, 13]. Основ-
ными продуцентами АФК в клетке являются 
митохондрии, где в норме 0,2–2% потока элек-
тронов с комплексов I, II и III электрон-транс-
портной цепи  (ЭТЦ) уходит на образование 
супероксида  (O 2

•−), который быстро дисмути-
рует до перекиси водорода  (H2O2), действую-
щей как «вторичный мессенджер» в передаче 
сигнала благодаря относительно длительно-
му периоду ее полураспада и способности к 
диффузии через аквапориновые каналы мем-
бран с последующим образованием в резуль-
тате реакции Фентона высокореакционноспо-
собных гидроксильных радикалов в присут-
ствии ионов металлов переменной валент-
ности (Fe2+, Cu2+, Co2+). Взаимодействие су-
пероксида с NO приводит к образованию пер-
оксинитрита (ONOO−), способного контроли-
ровать сигнальные пути посредством нитрова-
ния остатков тирозина в белках-мишенях [1].

Мутации в компонентах  ЭТЦ, способ-
ствующие усиленному образованию АФК, от-
мечаются во многих типах опухолей, что под-
тверждает значимую роль этого механизма в 
модуляции фенотипа опухолевых клеток  [14]. 
Мутации NADH-дегидрогеназы (комплекс  I) 
млекопитающих (содержащей 44  субъедини-
цы, семь из которых (ND1, ND2, ND3, ND4, 
ND4L, ND5 и  ND6) кодируются митохондри-
альной ДНК, остальные  – ядерным геномом) 
могут приводить к увеличению продукции O 2

•−, 
поддерживая АФК-зависимые пути онко-
генеза. Так, мутации гена  ND2 способствуют 
онкогенезу и метастазированию при раке мо-
лочной железы, поджелудочной железы и рото-
вой полости, карциномах головы и шеи. Подоб-
ные корреляции обнаружены для мутаций ге на 
ND6 при раке легких, гена ND4  – при остром 
миелоидном лейкозе и глиобластоме  [14, 15]. 
Мутации гена ND6, вызывающие снижение ак-
тивности комплекса  I и повышение образо-
вания  АФК, усиливают пролиферацию как 
гипер-, так и гипометастатических сублиний 
клеток карциномы легких Льюиса, кото-
рая подавляется «скэвенджерами» АФК  [16]. 
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Мутации, приводящие к снижению функции 
комплекса  II при наследственной феохромо-
цитоме/параганглиоме и почечно-клеточном 
раке, вызывают рост образования АФК и по-
давление синтеза ATP за счет окислительного 
фосфорилирования [17, 18].

Действие онкогенов может в значитель-
ной степени усиливать образование АФК не 
только в митохондриях, но и за счет активации 
прооксидантных ферментов. Онкоген К-RAS 
не только повышает митохондриальный уро-
вень  АФК, вызывая трансформацию ацинар-
ных клеток поджелудочной железы в интра-
эпителиальную неоплазию поджелудочной же-
лезы, но и активирует NOX2 и NOX4  – изо-
формы NADPH-оксидазы, основной функци-
ей которой является образование O 2

•− [19, 20].
Как и RAS, c-Myc индуцирует сложную ме-

таболическую перестройку в опухолевых клет-
ках, что достигается за счет стимуляции гли-
колиза, митохондриального биогенеза и глута-
минолиза  [14]. На  клеточных линиях глиомы 
показано, что Myc контролирует программу 
транскрипции, которая способствует катабо-
лизму глутамина в качестве источника углерода 
для подпитки цикла трикарбоновых кислот, 
тем самым поддерживая выработку АФК с 
помощью ЭTЦ [21], в то же время повышение 
экспрессии MYC в линии P493-6 B-клеток при-
водит к увеличению митохондриальной массы, 
скорости потребления кислорода и показателя 
активности  ЭTЦ, что стимулирует выработку 
АФК посредством усиленного потока электро-
нов через ЭТЦ [22].

Важным источником АФК в опухолевых 
клетках, как отмечено выше, является актив-
ность изоформ  NOX, принадлежащих к се-
мейству NADPH-оксидазы, которое состоит 
из семи изоферментов (NOX1–NOX5, DUOX1, 
DUOX2), переносящих электроны от NADPH(H+) 
через мембраны на молекулярный кислород 
с образованием супероксида  [23]. Повышен-
ная экспрессия гена изоформы NOX2 отмеча-
ется при раке груди, толстой кишки, желудка 
и простаты, а также при миеломоноцитарном 
лейкозе [24]. Гиперэкспрессия гена NOX4 уста-
новлена в клеточных линиях рака предстатель-
ной железы (РПЖ) DU145, PC-3 и LNCaP [25]. 
Подавление экспрессии гена  NOX2 приводит 
к значительному снижению активности кина-
зы  IKKε (inhibitor of nuclear factor kappa-B 
kinase subunit epsilon), ключевого игрока в 
трансформации клеток, инвазивности и разви-
тию химиорезистентности [26]. В зависимости 
от уровня экспрессии гена и клеточного кон-
текста изоформа NOX5 может играть двойную 
роль в опухолевых клетках, способствуя гибе-

ли клеток через регуляцию уровня ионов Ca2+ 
и активности киназы c-ABL либо стимулируя 
рост опухоли при некоторых видах рака через 
транскрипционные факторы  STAT5A (signal 
transducer and activator of transcription  5A) и 
CREB (cAMP response element-binding protein). 
Таким образом, NOX5 может определять ба-
ланс клеточной пролиферации и гибели опу-
холевых клеток при раке кожи, молочной же-
лезы и легких [27].

Определенный вклад в развитие окисли-
тельного стресса в опухолевых клетках вно-
сят циклооксигеназа  (COX) и липоксигена-
за  (LOX), благодаря активности которых об-
разуются гидроперекиси полиненасыщенных 
жирных кислот с последующим превращением 
в высокореакционноспособные бифункцио-
нальные электрофилы  – 4-гидроксиноненали 
и 4-оксо-ноненали, образующие сшивки в 
белках и  ДНК  [28]. Получены убедительные 
доказательства, подтверждающие роль катали-
зируемого LOX метаболизма арахидоновой и 
линолевой кислот в развитии злокачественных 
новообразований. Образующийся уровень гид-
роперекисей жирных кислот в процессе мета-
болизма арахидоновой или линолевой кис-
лоты влияет на регуляцию роста и выживае-
мость клеток, ангиогенез, клеточную инвазию, 
метастазирование и иммуномодуляцию. Об-
наружено, что изоформа 12-LOX способству-
 ет прогрессированию и метастазированию 
РПЖ [29]. Активность изоформы 5-LOX также 
играет важную роль в выживании и проли-
ферации клеток  РПЖ, поддерживая высокую 
экспрессию гена MYC [30].

Существенным источником  АФК может 
служить активность оксидоредуктазы ERO1 
(ER oxidoreductin  1), повышенная экспрес-
сия гена которой отмечается во многих типах 
опухолевых клеток и которая, наряду с про-
теин-дисульфид-изомеразой (protein disulfide 
isomerase, PDI), играет основную роль в окис-
лительных реакциях эндоплазматического стрес-
са  [31]. В  окисленном состоянии PDI высту-
пает в роли дисульфидного донора, в вос-
становленном  – способна к изомеризации 
дисульфидных связей своих лигандов. Образо-
вавшаяся после взаимодействия с неправиль-
но свернутым белком, восстановленная фор-
ма PDI вновь окисляется при взаимодействии 
с  ERO1, последующее окисление которой с 
использованием FAD как кофактора приводит 
к образованию H2O2, которая может транспор-
тироваться из ЭПР через аквапорин 8 [32].

Эффект Варбурга, связанный со значи-
тельной активацией анаэробного гликолиза, у 
большинства опухолевых клеток способствует 

7*
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повышению внутриклеточного уровня АФК за 
счет снижения антиоксидантного статуса в ре-
зультате подавления уровня образования пиру-
вата и NADH(H+) с последующим снижени-
ем активности митохондриальной трансгидро-
геназы и уровня NADPH(H+), что сопрово-
ждается снижением содержания в митохондри -
альном матриксе одного из основных низко-
молекулярных антиоксидантов глутатиона 
(GSH) в результате подавления активности 
NADPH(H+)-зависимой глутатионредуктазы, 
восстанавливающей  GSH из его окисленной 
формы  (GSSG)  [33]. Усиление гликолиза в 
определенной степени сдерживается благода-
ря гиперэкспрессии гена пируваткиназы  М2, 
обладающей низкой каталитической активно-
стью, что приводит к накоплению фосфоенол-
пирувата, частичному подавлению триозофос-
фатизомеразы и в результате  – к  активации 
пентозофосфатного пути  (ПФП)  [34]. Обра-
зующийся в результате повышенный уровень 
содержания NADPH(H+) сопровождается уси-
лением генерации АФК благодаря активации 
изоформ NADPH-оксидазы, использующей 
NADPH(H+) в качестве кофермента. АФК  и 
пируваткиназа  М2 образуют отрицательную 
обратную связь, поддерживающую уровень АФК. 
Регулируемый АФК транскрипционный фак-
тор HIF-1α (hypoxia-inducible factor  1-alpha), 
в свою очередь, изменяет экспрессию генов, 
некоторые из которых связаны с эффектом 
Варбурга и сопутствующими ему путями. Об-
наружено также, что PKM2 является коакти-
ватором HIF-1α, который, в свою очередь, 
регулирует протоонкоген  Myc, контролирую-
щий экспрессию генов, связанных с процес-
сами клеточного роста и пролиферации  [32, 
34]. Изменения, связанные с энергетическим 
метаболизмом, могут быть связаны с экспрес-
сией генов, регулируемых р53, включая SCO2, 
TIGAR и PIG3 [35].

Повышение уровня АФК в опухолевых 
клетках также может быть результатом отсут-
ствия регуляции генов антиоксидантных фер-
ментов, опосредованной опухолевыми супрес-
сорами. Примером может служить снижение 
экспрессии генов изоформ супероксиддисму-
тазы  (SOD2), глутатионпероксидазы  (GPX1) и 
сестрина  (SESN1, SESN2) после инактивации 
гена-супрессора опухолевого роста  ТР53  [5]. 
Возможны посттрансляционные модифика-
ции, в частности ацетилирование SOD2  [36], 
которые придают антиоксидантным фермен-
там прооксидантные свойства.

Развитие хронического окислительного 
стресса в опухолевых клетках, определяемо-
го в первую очередь высоким уровнем  АФК, 

приводит к определенному адаптивному из-
менению клеточного сигналинга, что сопро-
вождается появлением так называемого «аг-
рессивного» фенотипа опухолевых клеток. 
Рост  АФК вызывает изменение активности 
фосфатаз  PTP (protein tyrosine phosphatase), 
PTEN (phosphatase and tensin homolog) и MAPK 
(mitogen-activated protein kinase), тем самым уси-
ливая сигнальные каскады MAPK/ERK (extra-
cellular signal-regulated kinase), PI3K (phosphat-
idylinositol  3-kinase/protein kinase  B)/Akt (RAC 
(Rho family)-alpha serine/threonine-protein ki-
nase) и PKD (protein kinase D)/NF-κB клеточ-
но-специфическим образом [6]. Для поддерж-
ки пролиферативных преимуществ высоких 
уровней  АФК при одновременном снижении 
риска апоптоза в опухолевых клетках активи-
руются редокс-зависимые факторы транскрип-
ции  [3]. Согласно «реостатной» модели раз-
вития ответа на окислительный стресс, первый 
уровень защитного ответа на действие умерен-
ных концентраций  АФК обеспечивает акти-
вация Nrf2, более высокий уровень  АФК вы-
зывает «включение» транскрипционных фак-
торов AP-1 и NF-κB, дальнейшее повышение 
образования АФК активирует механизмы апо п-
тоза [3].

Предполагается, что транскрипционный 
фактор p53, контролирующий клеточный цикл, 
старение и апоптоз, осуществляет финальный 
ответ на крайне высокие уровни АФК. Следует 
отметить, что при чрезмерном окислительном 
стрессе накопившийся в ядре избыточный Nrf2 
может связываться с регуляторной областью 
промотора гена  Klf9 (Kruppel-like factor  9) и 
активировать его экспрессию, что приводит к 
подавлению экспрессии генов антиоксидант-
ных ферментов путем связывания Klf9 с их 
репрессивными сайтами и вызывает клеточ-
ное повреждение в результате роста генера-
ции АФК [37].

Повышение уровня АФК и последующее 
изменение антиоксидантной системы и ре-
докс-статуса в целом может рассматриваться 
как важный регулятор клеточного гомеостаза в 
редокс-зависимой адаптации к хроническому 
окислительному стрессу, связанной с процес-
сами инициации и прогрессирования злокаче-
ственных новообразований, что необходимо 
учитывать при разработке схем химиотерапии.

РОЛЬ NO В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ. 
РАЗВИТИЕ НИТРОЗАТИВНОГО СТРЕССА

У млекопитающих и человека оксид азо-
та (NO) в основном синтезируется за счет 
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NO-синтазы, для которой известны три изо-
формы: две конститутивные NOS1 (нейро-
нальная, nNOS) и NOS3 (эндотелиальная, 
eNOS), а также индуцибельная NOS2 (iNOS), 
обладающие примерно 50%-ной гомологи-
ей  [38]. Активность конститутивных NOS1 и 
NOS3 регулируется в основном путем фосфо-
рилирования, S-нитрозилирования, белок-
белкового взаимодействия, изменения уровня 
кальция, благодаря чему во многом поддер-
живаются стационарные концентрации NO, 
обеспечивающие регуляцию тканевого гомео-
стаза  [39]. Напротив, индуцибельная NOS2 
осуществляет синтез высоких концентраций 
NO в ответ на действие различных факто-
ров [39]. Кроме того, в матриксе и на внутрен-
ней мембране митохондрий обнаружена изо-
форма mtNOS – гомолог NOS1, исследование 
влияния которой на функционирование мито-
хондрий интенсивно проводится в последнее 
время [40].

NOS представляет собой гомодимер, в 
котором мономеры связываются через тетра-
эдрический координационный комплекс иона 
цинка с четырьмя остатками Cys (по два из 
каждого мономера), располагающимися в 
них в аминокислотной последовательности 
CysXXXXCys. Все изоформы активны в виде 
гомодимеров, димеризация обеспечивается 
между двумя оксидазными доменами при уча-
стии Zn2+ с образованием тетратиольного ком-
плекса, в котором от каждого мономера уча-
ствует два остатка цистеина. Благодаря этой 
последовательности NOS связывает субстрат 
L-аргинин и кофермент тетрагидробиоптерин 
(BH4), который облегчает димеризацию, свя-
зывание субстрата и необходим для осущест-
вления ферментативной реакции  [39]. Каж-
дый мономер содержит два домена: со стороны 
С-конца  – редуктазный, со стороны N-кон-

ца – оксигеназный. Редуктазный домен связы-
вает NADPH(H+), FAD и FMN, участвующие в 
переносе электронов на оксигеназный домен 
соседнего мономера. За счет оксигеназного 
домена осуществляется димеризация и коор-
динируются ион цинка, BH4, гем и L-аргинин. 
Синтезируется NO из L-аргинина при уча-
стии кислорода через промежуточный продукт 
N-ω-гидрокси-L-аргинин с образованием L-цит-
руллина (рис. 1).

NO, помимо радикальной формы  (NO•), 
может существовать в виде ионов нитрозо-
ния (NO+) или нитроксила (NO−), что зависит 
от условий микроокружения. Реакции, в кото-
рых участвует NO, можно разделить на две ка-
тегории: прямые и непрямые [41, 42]. В первом 
случае NO  напрямую реагирует с молекулой-
мишенью. Напротив, в непрямых реакциях на 
первом этапе NO реагирует с кислородом или 
супероксидом с образованием  АФА, которые 
впоследствии реагируют с биологическими ми-
шенями. Прямые эффекты  NO обычно осу-
ществляются при его низких концентрациях, 
тогда как непрямые взаимодействия происхо-
дят при гораздо более высоких концентрациях.

В свою очередь, непрямые взаимодействия 
могут быть подразделены на две категории: 
нитрозативный и окислительный стресс  [42]. 
В  случае окислительного стресса, характери-
зующегося высоким уровнем  АФК, и прежде 
всего  O 2

•−, в результате реакции NO с супер-
оксидом образуются пероксинитрит  (ONOO−) 
и диоксид азота  (NO2), которые являются 
сильными окислителями. Напротив, в случае 
нитрозативного стресса при условии высо-
кого уровня  NO, образующийся в результате 
реакции NO с  O2 (автоокисление), а также в 
реакции NO/O 2

•−, N2O3 является мягким окис-
лителем, который предпочитает нитрозатные 
нуклеофилы, такие как амины и тиолы  [43]. 

Рис. 1. Двухстадийная реакция, катализируемая NO-синтазой. На  первом этапе L-аргинин гидроксилируется с обра-
зованием N-гидрокси-L-аргинина с использованием одной молекулы кислорода и двух электронов от NADPH(H+). 
На втором этапе N-гидрокси-аргинин с использованием одного электрона от NADPH(H+) и другой молекулы кисло-
рода превращается в L-цитруллин и NO
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Нитрозативный стресс подразумевает, как пра-
вило, взаимодействие нитрозония  (NO+) с 
тиолами, вторичными аминами или гидрокси-
группами. Баланс между процессами окисле-
ния и нитрозирования во многом зависит от 
уровня NO.

Экспрессия NOS и уровень NO значитель-
но варьируют в злокачественных новообразо-
ваниях и связаны как с проопухолевым, так 
и с противоопухолевым эффектами  [44], что 
определяется концентрацией NO в среде, вре-
менем его воздействия и клеточной адапта-
цией к  NO. Как правило, NO способствует 
выживанию и пролиферации клеток при низ-
ких концентрациях (<200  нМ), тогда как при 
более высоком уровне (>400  нМ) NO  способ-
ствует аресту клеточного цикла, апоптозу и 
старению [45, 46]. Высокие концентрации NO 
приводят к образованию активных производ-
ных  NO (N2O3, ONNO−, NO2, NO2

−), которые 
вызывают повреждение ДНК, снижая актив-
ность ДНК-лигазы и повышая тем самым 
количество однонитевых разрывов, а также 
могут инактивировать белки репарации ДНК 
и служить источником генотоксичных нитроз-
аминов  [47, 48]. Кроме того, цитотоксическое 
действие NO связано с его способностью по-
давлять активность белков дыхательной цепи 
митохондрий путем связывания с FeS-класте-
рами [49].

Поэтому высокие концентрации NO, про-
дуцируемые, в частности  NOS2, потенциаль-
ным цитостатическим/цитотоксическим фак-
тором действия иммунной системы, могут 
оказывать противоопухолевое действие, тогда 
как хроническая индукция NOS2 способствует 
активации опухолевого роста [50]. Кроме того, 
низкие концентрации NO, продуцируемые NOS1 
и  NOS3, ускоряют прогрессирование опухоли 
путем модулирования ангиогенеза, апоптоза, 
клеточного цикла, инвазии и метастазиро-
вания [51].

Аберрантная экспрессия гена  NOS1 обна-
ружена в опухолях головного мозга, легких и 
глиоме  [46]. Установлено, что низкие уровни 
NO, образуемого  NOS1, запускают пролифе-
рацию в первую очередь через механизм, свя-
занный с  cGMP, образованный цитозольной 
гуанилатциклазой  [52]. Клеточные линии кар-
циномы яичника (OVCAR3, SKOV3, ES-2) ха-
рактеризуются высоким уровнем экспрессии 
NOS1, что связано с усилением пролифера-
ции, инвазии и химиорезистентности опухоле-
вых клеток [46].

Недавние исследования показали, что NOS3 
может служить маркером отрицательного про-
гноза при злокачественных новообразованиях, 

так как экспрессия NOS3 также коррелирует с 
процессами инвазии, метастазирования, ан-
гиогенеза и резистентности  [53, 54]. Установ-
лено, что ген  NOS3 высокоэкспрессирован в 
различных фенотипах клеток колоректального 
рака, включая низкодифференцированные аде-
нокарциномы, что позволило предложить ис-
пользовать NOS3 как возможный новый био-
маркер при прогностически неблагоприятных 
колоректальных злокачественных новообразо-
ваниях [53].

В результате ряда клинических испытаний 
установлено, что экспрессия гена  NOS2 свя-
зана со значительным числом злокачествен-
ных новообразований, включая рак молочной 
железы, печени, шейки матки, яичников, пред-
стательной железы, носоглотки, легких, же-
лудка, поджелудочной железы, толстой кишки 
и пищевода, меланому, глиому  [55]. Высокий 
уровень NOS2, как и маркера воспаления 
COX-2, отмечается во многих типах опухолей, 
при этом отмечается, что повышение экспрес-
сии  NOS2 является отрицательным прогно-
стическим маркером для пациентов с раком 
молочной железы, поджелудочной железы, же -
лудка, печени, толстой кишки, глиомы и ме-
ланомы, коррелирующих с ростом метастати-
ческого потенциала. Кроме того, обнаруже-
но, что трансфекция NOS2 в опухолевые клет-
ки приводит к более агрессивным опухолям 
in  vivo, несмотря на то что in  vitro они менее 
пролиферативны  [56]. Установлено существо-
вание связи между уровнями  NO и  p53, отра-
жающей тот факт, что p53 может подавлять 
экспрессию  NOS2, тогда как высокие уров-
ни  NO приводят к повышению стабилизации 
p53 посредством фосфорилирования остатков 
Ser/Thr, а также накоплению p53 в клетке, что 
приводит к остановке клеточного цикла и ини-
циации апоптоза [56, 57].

Роль NO в онкогенезе (при NO < 200 нМ) 
определяется его участием в ряде механиз-
мов, связанных с инициацией и прогрессиро-
ванием опухолевого роста: путем активации 
повреждения и подавления репарации  ДНК, 
активации онкогенов, подавления апоптоза, 
активации генных мутаций при хронических и 
злокачественных состояниях (накопление му-
тантного  р53) и появления посттрансляцион-
ной модификации белков, изменяющих их 
функциональное состояние (S-нитрозилиро-
вание, нитрование  Tyr)  [54]. Кроме того, NO 
используется в сигналинге, связанном со зло-
качественной трансформацией, включая Wnt-, 
Ras-, ERK-, Akt-, циклин  D1-, mTOR-зави-
симые пути и участвуя в процессах ангиоге-
неза, эпителиально-мезенхимального перехода 
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и метастазирования [58]. Кроме того, в низких 
концентрациях NO подавляет запуск апоптоза, 
вызывая гиперэкспрессию антиапоптотиче-
ских белков Bcl-2 и Bcl-xL и ингибирова-
ние каспаз  [59]. Напротив, продолжительная 
гиперпродукция  NO действует как проапо-
птотический модулятор, активируя каспазы 
путем высвобождения митохондриального ци-
тохрома  c в цитоплазму, вызывая повышение 
экспрессии генов ТР53, р38 МАРК и снижение 
экспрессии генов белков семейства Bcl-2 [60].

S-ГЛУТАТИОНИЛИРОВАНИЕ. 
РЕГУЛЯЦИЯ РЕДОКС-ГОМЕОСТАЗА 

В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ

Изменение редокстаза в опухолевых клет-
ках сопровождается редокс-зависимым изме-
нением посттрансляционной модификации 
белков, в большой степени благодаря моди-
фикации наиболее чувствительных к уровню 
АФК/АФА остатков  Cys. Хотя в процентном 
отношении в белках количество остатков  Cys 
не превышает  3%  [9], они являются одними 
из наиболее чувствительных к окислительной 
модификации аминокислотных остатков и в 
большой степени связаны с редокс-зависимой 
регуляцией функциональной активности бел-
ков, поскольку остатки Cys принимают участие 
в формировании третичной и четвертичной 
структуры и входят в состав активных центров. 
В  этой связи высокозначимыми редокс-зави-
симыми посттрансляционными модифика-
циями белков являются S-глутатионилирова-
ние и S-нитрозилирование остатков Cys.

Значение pKa SH-группы остатка Cys опре-
деляется структурой его микроокружения и 
может значительно варьировать (от 3,5 до >12). 
Обычно при физиологическом значении рН (7,0–
7,4) pKa приблизительно составляет  8,5. Сни-
жение pKa может быть вызвано стабилизацией 
тиолат-аниона  (Pr-S−) электроноакцепторны-
ми группами или соседним положительным 
зарядом, напротив, pKa тиолата повышается в 
присутствии отрицательно заряженных групп 
или внутри гидрофобных складок белка  [10]. 
Так, в непосредственной близости от остат-
ков основных аминокислот (His, Lys и  Arg) 
pKa SH-группы снижается (обычно до  5,0–
7,0), и при физиологическом pH такие сульф-
гидридные группы будут диссоциированы. 
Образующиеся тиолят-анионы являются эф-
фективными нуклеофилами, и их реакцион-
ная способность по отношению к электро-
фильным мишеням значительно увеличива-
ется [61].

S-Глутатионилирование представляет со-
бой обратимую посттрансляционную модифи-
кацию SH-групп остатков Cys белков с по-
следующим повышением как молекулярной 
массы, так и отрицательного заряда (за счет 
остатка  Glu) благодаря связыванию с глута-
тионом  (GSH), что приводит не только к за-
щите остатков Cys от окислительного повреж-
дения, но и к редокс-зависимому изменению 
конформации и функциональной активности 
белков [10].

Пул тиолов белка находится в динамическом 
состоянии равновесия с пулом глутатиона и 
может служить буфером для регенерации GSH. 
S-Глутатионилирование белков происходит как 
спонтанно, так и ферментативно [11].

Неферментативно реакции S-глутатиони-
лирования могут протекать в ходе тиол-ди-
сульфидного обмена при участии тиола бел-
ка (Pr-SH) и окисленного глутатиона GSSG:

Pr-SH + GSSG → Pr-SSG + GSH.

Константа равновесия реакции Kmix выра-
жается отношением [Pr-SSG] × [GSH]/[Pr-SH] ×
× [GSSG], следовательно, доля глутатионилиро -
ванного белка ([Pr-SSG] : [Pr-SH]) сильно зави-
сит от локального соотношения [GSH] : [GSSG] 
[62]. Глутатионилирование белка примерно на 
50% (Kmix  ~ 1; [Pr-SSG] : [Pr-SH] = 1) может про-
изойти при очень сильном падении этого соот-
ношения (с  100 : 1 до  1 : 1). Для образования 
значительного количества Pr-SSG необходим 
значительный сдвиг соотношения GSH/GSSG 
в сторону GSSG. Такой резкий сдвиг мало-
вероятен при нормальных физиологических 
условиях, за исключением тяжелого окис-
лительного стресса, что означает, что этот 
механизм не служит основным путем глута-
тионилирования  [63]. Во  многих типах опу-
холевых клеток отмечается рост GSH/GSSG 
благодаря индукции синтеза GSH и восстанов-
ления  GSSG в результате повышения уровня 
образования NADPH(H+) вследствие актива-
ции  ПФП  [64], что отмечается как адаптив-
ный ответ на окислительный стресс. Кроме 
того, низкие значения констант скорости вто-
рого порядка для реакции различных тиолов 
с GSSG (4,9 × 102–1,2 × 104 М−1с−1)  [65] делают 
тиол- дисульфидный обмен маловероятным со-
бытием.

Образование глутатионилированного бел-
ка возможно также в результате его взаимодей-
ствия с окисленной формой глутатиона в виде 
сульфеновой кислоты (GSOH):

Pr-SH + GSOH → Pr-SSG + H2O.
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Рис. 2. Механизмы спонтанного S-глутатионилирования

Кроме того, возможен вариант тиол-ди-
сульфидного обмена между Pr-SH и белком, 
который уже S-глутатионилирован (Pr′-SSG):

Pr-SH + Pr′-SSG → Pr-SSG + Pr′-SH.

S-Глутатионилирование может происхо дить 
при взаимодействии Pr-SH или GSH с окис-
ленным производным остатка цистеина бел-
ка, например, сульфеновой кислотой  (-SOH), 
тиильным радикалом (-S•), S-нитрозилом (-SNO), 
тиосульфинатом (-S(O)SR) или сульфенилами-
дом (циклический-S-N-CO-) (рис. 2).

При окислительном действии АФК на Pr-SH 
(например, H2O2) образуется сульфеновая кис-
лота (Pr-SOH), которая затем быстро реагиру-
ет с GSH с образованием Pr-SSG:

Pr-SOH + GSH → Pr-SSG + H2O.

В микромолярных концентрациях H2O2 
окисление SH-групп белка протекает быстро: 

сульфеновая кислота нестабильна и может 
подвергаться дальнейшему окислению до суль-
финовой (Pr-SO2H) и в итоге до сульфоно-
вой кислоты (Pr-SO3H), образование которой 
приводит, как правило, к необратимой дезак-
тивации белка. Таким образом, S-глутатиони-
лирование сульфеновой кислоты может пред-
отвратить дальнейшее окисление белка по ос-
татку цистеина [66]. В физиологических усло-
виях внутриклеточный уровень H2O2 нахо-
дится в субмикромолярном диапазоне (10−9−
10−7 М)  [67], поэтому спонтанное S-глутатио-
нилирование in vivo по этому механизму будет 
происходить довольно медленно. Однако в 
опухолевых клетках развитие окислительного 
стресса сопровождается повышенной генера-
цией H2O2. Следует также отметить, что обра-
зование сульфеновой группы в белках является 
редким событием благодаря высокой активно-
сти GPx1 и пероксиредоксина (Prx), имеющих 
более высокие константы скорости второго 
порядка для реакции восстановления  H2O2 
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по сравнению с взаимодействием H2O2 с бел-
ковыми остатками  Cys  [68]. В  то же время 
локальная инактивация пероксидаз, приводя-
щая к высоким уровням  H2O2, может способ-
ствовать сульфенилированию тиолов.

Одноэлектронное окисление белкового тио-
ла или GSH, например, гидроксильным ради-
калом (•OH), приводит к образованию белко-
вого тиильного радикала (Pr-S•) или тиильного 
радикала глутатиона (GS•), которые способны 
образовывать глутатионилированный радикаль-
ный интермедиат  (Pr-SSG•−) при взаимодей-
ствии с GSH или Pr-SH соответственно:

Pr-S• + GSH → Pr-SSG•− + H+,
Pr-SH + GS• → Pr-SSG•− + H+.

Далее, в результате взаимодействия Pr-SSG•− 
с молекулярным кислородом образуется су-
пероксид и Pr-SSG. Тиильные радикалы обра-
зуются в условиях окислительного или нитро-
зативного стресса и являются одними из самых 
короткоживущих активированных тиолов [69]:

Pr-S• + GS• → Pr-SSG.

Возможен крайне редкий вариант прямого 
образования Pr-SSG при взаимодействии од-
новременно двух радикалов Pr-S• и GS•:

Pr-S• + GS• → Pr-SSG.

Действие NO может вызывать спонтанное 
S-глутатионилирование. NO  является слабым 
тиоловым окислителем, однако как S-глута-
тионилирование, так и S-нитрозилирование 
(см.  ниже) можно стимулировать за счет вто-
ричного образования АФА. Так, действие про-
тивоопухолевого агента PABA/NO (O2-[2,4-
динитро-5-(N-метил-N-4-карбоксифенилами-
но)фенил]1-(N,N-диметиламино)диазен-1-иум-
1,2-диолата) на клетки аденокарциномы SKOV3 
и промиелоцитарного лейкоза HL60 вызывает 
дозозависимое повышение внутриклеточного 
уровня  NO с последующим развитием нитро-
зативного стресса, наряду с высоким уров-
нем S-глутатионилирования белков, включая 
β-лактатдегидрогеназу, ингибитор диссоциа-
ции RhoGDP  β, ATP-синтазу, фактор элон-
гации  2, PDI, нуклеофосмин-1, шаперонин, 
актин, протеинтирозинфосфатазу  1B (protein 
tyrosine phosphatase  1B), глюкозидазу  II  [70]. 
Следует отметить, что при взаимодействии с 
тиолами нитрозоглутатион (GSNO) также мо-
жет приводить к S-глутатионилированию [71]:

PrSH + GSNO → PrSSG + HNO.

На примере тирозинфосфатазы 1В показа-
но, что образование Pr-SSG, как промежуточ-
ного интермедиата, может происходить при вос-
становлении сульфенил-амида, цикличес кой 
структуры, содержащей фрагмент -S-N-CO- 
и формирующейся в условиях сильного окис-
лительного стресса с участием остатка Cys215 в 
активном центре фермента [72].

Реакции неферментативного S-глутатион и-
лирования неспецифичны и интенсивно про-
текают в условиях стресса. Однако скорость и 
масштабы этого процесса значительно возра-
стают при участии ферментов, среди которых 
лидирующее значение принадлежит изофор-
ме глутатион S-трансферазы P1-1 (GSTP1-1), 
экспрессия гена которой имеет высокое про-
гностическое значение для широкого ряда 
злокачественных новообразований  [73, 74]. 
Кроме того, высокая экспрессия  GSTP1 свя-
зана с развитием лекарственной устойчиво-
сти опухолевых клеток, связанным с редокс-
зависимым механизмом, подавлением путей 
активации апоптоза и цитотоксичности про-
тивоопухолевых препаратов (доксорубицина, 
цисплатина) [75].

Пероксиредоксины (Prx), семейство тиол-
специфических пероксидазных ферментов, по-
вышение экспрессии генов которых отме-
чается в различных типах опухолей  [76], яв-
ляются известными мишенями для GSTP1-
опосредованного обратимого глутатионилиро-
вания  [77]. Каталитический цистеин в фер-
менте  Prx подвержен окислению и при вос-
становлении субстрата  (Н2О2) утрачивает пер-
оксидазную активность. GSTP1 способству-
ет глутатионилированию ранее окисленного 
остатка цистеина, тем самым восстанавливая 
активность  Prx. Субстратами для глутатиони-
лирования являются два основных подклас-
са Prxs – 1-cys Prx (также известный как Prx6) 
и 2-cys Prx [77]. Каталитически активный оста-
ток Cys47 скрыт в гидрофобном ядре  Prx6, 
субстратами являются как Н2О2, так и гидро-
пероксиды фосфолипидов. После восстанов-
ления пероксида окисленный Сys47 полу-
чает доступ к GSH-нагруженному GSTP1 для 
реактивации Prx6  [78]. Активация  Prx6 про-
исходит при формировании гетеродимера с 
GSTP1-1, что способствует глутатионилиро-
ванию Cys47 Prx6, вследствие чего происходят 
конформационные изменения гетеродимера, 
обеспечивающие формирование дисульфид-
ной связи между Cys47 GSTР1-1 и Cys47 Prx6, 
за чем следует восстановление дисульфида 
при участии GSH и регенерация Cys47  Prx6. 
Убедительные данные свидетельствуют о том, 
что разные полиморфные формы GSTP1 могут 
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по-разному опосредовать активацию  Prx6 и, 
таким образом, влиять на его реакцию на уро-
вень  АФК. GSTP1-1A, наиболее распростра-
ненная полиморфная форма  GSTP1, имеет 
более высокое сродство к  Prx6 по сравнению 
с GSTP1-1B или -1D  [79]. Более того, клетки 
рака молочной железы, трансфицированные 
GSTP1A, показали значительно более высо-
кую пероксидазную активность, чем клетки, 
трансфицированные  GSTP1B  [79]. Различия в 
активности могут быть связаны с изменением 
относительного расстояния между окислен-
ным Cys47 и активированным  GSH, связан-
ным с молекулой  GSTP1 в различных поли-
морфных формах.

Интересно, что GSTP1-1 является редокс-
зависимым ферментом, ингибирование кото-
рого вызывает глутатионилирование по ос-
таткам Cys47 и  Cys101, приводя к разрыву 
его связывания с  JNK1 (c-Jun N-terminal ki-
nases 1)  [73]. Прямое белок-белковое взаимо-
действие GSTP1-1 с  JNK1 ингибирует актив-
ность киназы, ослабляя индуцированные JNK 
ответы на стресс и апоптоз. Следовательно, 
окислительный стресс, вызывая инактивацию 
GSTP1-1, активирует JNK.

Рост экспрессии GSTP1 в опухолевых клет-
ках может способствовать онкогенезу посред-
ством глутатионилирования и ингибирования 
такого онкосупрессора, как p53, который игра-
ет ключевую роль в репарации ДНК, контроле 
клеточного цикла, дифференцировке и подав-
лении роста опухоли  [80]. Так, высокий уро-
вень глутатионилированного  р53 обнаружен в 
клетках аденокарциномы предстательной же-
лезы и меланомы [81], чему может способство-
вать также действие окислительного стресса и 
повреждение ДНК.

S-Глутатионилирование может способство-
вать активации транскрипционного фактора 
Nrf2, контролирующего экспрессию генов фер-
ментов систем детоксикации и антиоксидант-
ной защиты [82, 83]. Следует отметить, что при 
чрезмерном окислительном стрессе накопив-
шийся в ядре избыточный Nrf2 может связы-
ваться с регуляторной областью промотора 
гена  Klf9 и активировать его экспрессию, что 
приводит к подавлению экспрессии генов 
антиоксидантных ферментов путем связыва-
ния Klf9 с их репрессивными сайтами и вызы-
вает клеточное повреждение в результате роста 
уровня АФК [37]. В нормальных условиях Nrf2 
связан в цитоплазме с Keap-1 (Kelch-like ECH-
associated protein  1), который ограничивает 
активность  Nrf2. Ингибирование  Nrf2 явля-
ется нормальной стратегией эффективного 
лечения злокачественных новообразований. 

Однако недавние исследования показали, что 
не только ингибиторы, но и активаторы  Nrf2 
способны индуцировать апоптоз опухолевых 
клеток [84, 85], что создает новое направление 
для противоопухолевой терапии. Несмотря на 
существование большого количества актива-
торов Nrf2, немногие из них могут способство-
вать апоптозу клеток. Таким образом, поиск 
препаратов, активирующих Nrf2 и способству-
ющих клеточному апоптозу, стал новой идеей 
для лечения опухолей. Таким подходом может 
служить активация S-глутатионилирования. 
Так, на иммортализованных клетках карци-
номы шейки матки HeLa установлено, что ис-
пользование 2-(7-(диэтиламино)-2-оксо-2H-
хромен-3-ил)циклогекса-2,5-диен-1,4-диона, 
истощающего уровень  GSH, приводит к уси-
лению S-глутатионилирования Keap-1 с по-
следующей активацией ядерной транслока-
ции  Nrf2, что вызывает усиление транскрип-
ции гена  p53, снижает внутриклеточный уро-
вень  Bcl2 и, напротив, повышает содержание 
Bax с последующей активацией апоптоза опу-
холевых клеток [86].

Важную роль в пролиферации, инвазии, 
онкогенезе и метастазировании опухоли иг-
рают изоформы протеинкиназы C (PKC)  [87], 
гиперэкспрессия генов которых связана с 
развитием опухолевого роста за счет синер-
гетической активации нескольких путей кле-
точного выживания и митоза, включая NF-κB-, 
Stat3 (signal transducer and activator of transcrip-
tion 3)-, PI3K/Akt-, ERK-зависимый сигна-
линг [88, 89]. Обнаружено, что изоформы PKC 
(α, β, γ, ε,  ζ) инактивируются в результате 
окислительного S-глутатионилирования, что, 
в частности, показано с использованием диа-
мида и GSH [90].

Мишенями для S-глутатионилирования яв-
ляется чрезвычайно широкий ряд белков, уча-
ствующих практически во всех областях жизне-
деятельности опухолевых клеток. В частности, 
глутатионилирование ингибирует активность 
различных ферментов, участвующих в энер-
гетическом обмене, включая NADH-дегидро-
геназу, цитохромоксидазу, ATP-азу, пируватде-
гидрогеназу, глицеральдегид-3-фосфатдегид-
рогеназу (GAPDH)  [74]. Подавляя активность 
пируваткиназы  М2 и бифункционального 
фермента, образующего фруктозо-2,6-бифос-
фат, S-глутатионилирование способствует уси-
лению  ПФП и повышению образования 
NADPH(H+), что способствует росту уров-
ня GSH за счет усиления активности глу-
татионредуктазы, восстанавливающей  GSSG 
с использованием NADPH(H+) в качестве 
кофермента  [91, 92]. S-Глутатионилирование 
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Рис. 3. Каталитический механизм глутаредоксина в зависимости от соотношения GSH/GSSH. При повышенном 
уровне GSH/GSSG Grx  катализирует деглутатионилирование белков: (1)  глутатионилированный белок (Pr-SSG) 
подвергается атаке тиолат-аниона фермента (Grx-S−) с образованием восстановленного белка (Pr-SH) и интермедиата 
(Grx-SSG), который далее  (2) восстанавливается с помощью GSH, образуя активный Grx-SH и GSSG. При сниже-
нии соотношения GSH/GSSG Grx катализирует S-глутатионилирование: S-глутатионилированный Grx (Grx-SSG), 
образующийся в реакции с GSSG (3), реагирует с белком с образованием S-глутатионилированного белка (Pr-SSG) (4)

модулирует активность внутриклеточных сиг-
нальных путей, изменяя активность многих 
белков, в частности, киназ Akt и MEKK1 
(mitogen-activated protein kinase kinase  1), про-
теинтирозинфосфатазу  1B, Ras-белков. S-Глу-
татионилирование H-Ras по остатку Cys118 
модулирует его GTP-азную активность, вызы-
вая активацию нижестоящих p38 и Akt  [93]. 
Важный медиатор апоптоза каспаза-3, как 
и ее предшественник прокаспаза-3, подверга-
ются S-глутатионилированию. S-Глутатиони-
лирование прокаспазы-3 ингибирует ее спо-
собность подвергаться протеолитической ак-
тивации. Глутатионилирование каспазы-3 по 
остатку Cys135 белковой субъединицы  p17, 
присутствующему в активном центре, влияет 
на доступ субстрата, снижая активность фер-
мента [94].

Процесс S-глутатионилирования является 
обратимой посттрансляционной модифика-
цией, и, как правило, деглутатионилирование 
протекает ферментативно и более тщательно 
регулируется по сравнению с S-глутатионили-
рованием. Одним из наиболее эффективных 
ферментов, восстанавливающих Pr-SSG, явля-
ются изоформы глутаредоксина (Grx1 и Grx2). 
Следует отметить, что в зависимости от вели-

чины соотношения GSH/GSSG Grx может не 
только осуществлять деглутатионилирование, 
но и, напротив, способствовать S-глутатиони-
лированию (рис. 3) [95]. При снижении GSH/
GSSG и повышении концентрации Н2О2 Grx2 
функционирует как глутатионилирующий фер-
мент, например, в отношении дыхательного 
комплекса  I, тогда как при высоком уровне 
GSH/GSSG и низкой концентрации Н2О2 
Grx2  обладает деглутатионилирующей актив-
ностью. Такая зависимость процессов S-глу-
татионилирования/деглутатионилирования, 
катализируемых Grx, от клеточного редокс-
статуса может быть возможной адаптацией, 
гарантирующей, что события S-глутатиони-
лирования не будут обращены вспять, пока 
сохраняется окислительный стресс [96, 97].

Механизм S-глутатионилирования, ката-
лизируемый  Grx, протекает в несколько ста-
дий. Сначала идет нуклеофильная атака 
тиолят-анионом Grx-S− дисульфидной связи 
GSSG, что приводит к образованию глутатио-
нилированного интермедиата Grx-SSG, с ко-
торого происходит перенос активированного 
катионного радикала [GS•]+ на белок-мишень 
с образованием Pr-SSG, при этом Grx опять 
способен к катализу. Для данного процесса 
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отмечается также возможность обратимого 
образования Grx-S2 из Grx-SSG  [96]. При де-
глутатионилировании белок (Pr-SSG) подвер-
гается атаке тиолат-аниона фермента (Grx-S−), 
образуя ковалентный интермедиат (Grx-SSG) 
с высвобождением восстановленного белка 
(Pr-SH). На втором этапе, определяющем ско-
рость деглутатионилирования, происходит вос-
становление Grx-SSG с помощью GSH с обра-
зованием GSSG.

Сульфиредоксин  (Srx) играет преимуще-
ственную роль в деглутатионилировании не-
которых белков (Prx1, актин, PTP1B), возмож-
но, из-за его более высокого сродства к таким 
белкам по сравнению с Grx. В отличие от Grx, 
Srx, вероятно, не инактивируется окислитель-
ным стрессом, как это видно из его способ-
ности снижать уровень S-глутатионилирова-
ния при росте  АФК  [98]. Механизм деглута-
тионилирования, катализируемый  Srx, имеет 
сходство с механизмом, катализируемым  Grx, 
и включает образование глутатионилиро-
ванного по консервативному остатку Cys99 
промежуточного интермедиата Srx-SSG  [99]. 
Деглутатионилирование, катализируемое Srx, 
по-видимому, имеет широкую субстратную 
специфичность. На  клетках HEK293 с транс-
фекцией  Srx продемонстрировано снижение 
общего содержания S-глутатионилированных 
белков, образующихся в условиях нитрозатив-
ного стресса после обработки донором оксида 
азота PABA/NO [98].

На эпителиальных клетках рака молочной 
железы T47-D показано, что способностью 
катализировать реакцию деглутатионилирова-
ния обладает изоформа глутатионтрансферазы 
GSTO1-1 [100, 101], которая имеет структурное 
сходство с Grx, включая Trx-подобную укладку 
и сайт связывания  GSH, где он может обра-
зовывать дисульфидную связь с консерватив-
ным остатком Cys32 активного центра. Другие 
изоформы GST, включая GSTA, GSTM, GSTP, 
GSTT, GSTS и  GSTZ, напротив, имеют ката-
литические остатки Tyr или Ser. GSTO1-1 ката-
лизирует деглутатионилирование в два этапа, 
подобно Grx: сначала Cys32 активного центра 
GSTO1-1 взаимодействует с Pr-SSG, в резуль-
тате образуются восстановленный Pr-SH и сме-
шанный дисульфид GSTO1-1-Cys32-SG, кото-
рый затем деглутатионилируется при участии 
GSH с образованием GSSG и функционально 
активной GSTO1-1.

Способность к деглутатионированию бел-
ков обнаружена и у PDI, активация которых на-
блюдается при различных видах злокачествен-
ных новообразований (рак почки, легких, пред-
стательной железы, меланома) и гиперэкспрес-

сия генов которых часто коррелирует с метаста-
зированием и инвазивностью опухоли, химио-
резистентностью и более низкой выживае-
мостью онкологических больных  [102, 103]. 
Однако пока не ясна значимость вклада  PDI в 
этот процесс, поскольку их основной функ-
цией является обмен дисульфидными связями, 
локализованными в структуре PDI и в белках-
мишенях. Располагаясь в ЭПР, PDI катализи-
рует окисление новых формирующихся белков 
и участвует в изомеризации белков с неверно 
сформированными дисульфидными связями, 
добиваясь построения их нативной структуры, 
кроме того, PDI может секретироваться клет-
кой или ассоциироваться с поверхностью клетки 
для поддержания белков в восстановленном 
состоянии.

S-НИТРОЗИЛИРОВАНИЕ. 
РЕГУЛЯЦИЯ РЕДОКС-ГОМЕОСТАЗА 

В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ

Обратимой посттрансляционной модифи-
кацией тиоловых групп белков, наряду с S-глу-
татионилированием, служит S-нитрозилирова-
ние [4].

Как правило, для S-нитрозилирования 
тиольных групп цистеина необходимо одно-
электронное окисление, которое происходит 
с участием  О2 либо иона переходного металла, 
например железа или меди  [104]. Вариант воз-
можного прямого присоединения NO случа-
ется достаточно редко с участием тиильного 
радикала:

NO + Pr-S• → Pr-SNO.

При взаимодействии NO с  O2 образует-
ся набор оксидов с более высокой степенью 
окисления азота (так называемое аутоокис-
ление), среди которых N2O3 рассматривается 
как главный нитрозилирующий агент, спо-
собствующий появлению нитрозотиола бел-
ка и нитрита. Скорость этой реакции суще-
ственно увеличивается в гидрофобных сре-
дах, таких как мембраны, где локализована 
NOS3 [104]:

2NO + O2 → 2NO2,
NO2 + NO → N2O3,

N2O3 + Pr-SH → Pr-SNO + H+ + NO2
−.

Одним из возможных механизмов синтеза 
GSNO является взаимодействие GSH c N2O3:

N2O3 + GSH → GSNO + H+ + NO2
−.
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Возможен вариант взаимодействия NO2 с 
тиолом с образованием тиильного радикала и 
дальнейшей его реакции с NO:

NO2 + Pr-SH → Pr-S• + H+ + NO2
−,

NO + Pr-S• → Pr-SNO.

Оба варианта ограничены по скорости на 
этапе образования NO2, а также доступно-
стью NO.

Описан вариант S-нитрозилирования, ка-
тализируемого ионами переходных металлов 
(Fe3+ или Cu2+), при этом происходит одноэлек-
тронное окисление NO, а образующийся ни-
трозоний (NO+) может нитрозилировать тиол, 
располагающийся в непосредственной близости:

Me(n+1) + NO → Men-NO+,
Men-NO+ + Pr-SH → Pr-SNO + Men + H+.

Такой механизм имеет место при аутонит-
розилировании гемоглобина и при образова-
нии GSNO с участием церулоплазмина и цито-
хрома с [104]. 

Следует отметить, что S-нитрозилирова-
ние может осуществляться только по опреде-
ленным остаткам Cys белков. Целевой остаток 
Cys должен находиться: а) в  непосредствен-
ной близости от источника образования  NO, 
б) в  белковом мотиве I/L-X-C-X2-D/E, кото-
рый специфически распознается NOS, в) в вы-
сокогидрофобной области, образованной тре-
тичной белковой структурой или мембранами, 
г) в  подходящем микроокружении с необхо-
димыми свойствами для образования тиолят-
аниона [105].

Согласно этим условиям первыми мише-
нями S-нитрозилирования являются изофор мы 
NOS, генерирующие NO  [106]. Так, S-нитро-
зилирование NOS3 ингибирует ее димериза-
цию и, таким образом, активацию фермента. 
Последнее предполагает, что S-нитрозилиро-
вание конститутивной NOS может служить ме-
ханизмом самовыключения  [106]. Мотив I/L-
X-C-X2-D/E должен находиться внутри α-спи-
рали, образуя большую площадь поверхности, 
чтобы повысить доступность NO [107]. Кроме 
того, в рамках мотива S-нитрозилирования 
целевой тиол остатка Cys должен электро-
статически взаимодействовать с соседними 
заряженными остатками (<6 Å), что увеличи-
вает его нуклеофильность, способствуя обра-
зованию тиолат-аниона. S-Нитрозилирование 
белков также предпочтительно идет по Cys-
остаткам в гидрофобных областях, в которые 
легко могут проникать NO и молекулярный 
кислород и где скорость их реакции возрастает 

в 30–300  раз  [108]. В  окружении остатков-
мишеней Cys (в  пределах 8 Å) должно быть 
небольшое количество объемных, стерически 
затрудненных остатков аминокислот (Phe, Tyr, 
Arg, Leu), наличие которых препятствует взаи-
модействию с NO [109].

Хотя S-нитрозилирование происходит толь-
ко с определенными остатками Cys, такая се-
лективность может частично устраняться с по-
мощью транс-нитрозилирования. При транс-
нитрозилировании низкомолекулярный нитро-
зотиол (например, GSNO) или белок, нитро-
зилированный по остатку Cys или содержащий 
нитрозилированный ион металла (например, 
в геме), взаимодействует с белком, подвер-
гающимся S-нитрозилированию, и передает 
нитрозо-группу (ON-) на остаток Cys этого 
белка:

PrS− + Pr′-SNO ↔ PrSNO + Pr′S−,
PrS− + Me-SNO ↔ PrSNO + Me.

Такой перенос способствует последова-
тельной удаленной передаче NO от места его 
синтеза, включая перенос NO между разными 
субклеточными структурами  [110]. Транс-ни-
трозилирование происходит при условии, что 
два белка непосредственно взаимодействуют 
и обладают соответствующими окислительно-
восстановительными потенциалами, обеспе-
чивающими перенос электрона с последую-
щим переносом NO [110]. Предполагается, что 
физическая ассоциация двух белков вызывает 
конформационное изменение, позволяя реци-
пиентному тиолу образовывать тиолят-анион, 
который затем атакует нитрозильную группу 
донора [110].

GSNO является наиболее распространен-
ным S-нитрозотиолом и основным эндоген-
ным донором NO, легко образующимся в мито-
хондриях при переносе нитрозильной группы 
с железа гема цитохрома  с на GSH и транс-
нитрозилирующим широкий спектр белков, 
включая хорошо известные в клеточном сиг-
налинге NF-κB, STAT3, AKT, EGFR [111, 112]. 
Опосредованное GSNO транс-нитрозилиро-
вание субъединиц p65 и p50 NF-κB, а также 
киназы  IκB ингибирует активацию NF-κB, 
которая тесно связана с развитием злокаче-
ственных новообразований  [113]. STAT3, спо-
собствующий выживанию и пролиферации 
клеток, также подвергается транс-нитрозили-
рованию с помощью  GSNO, что приводит к 
подавлению фосфорилирования STAT3, не-
обходимого для его активации  [114]. GSNO 
может индуцировать апоптоз в клетках рака 
легкого посредством нитрозилирования Prx2 
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по сайтам Cys51 и Cys172, вызывающего нару-
шение образования димера и подавление его 
антиоксидантной активности, что приводит к 
накоплению эндогенной  H2O2 с последующей 
активацией AMPK. Активированная AMPK 
фосфорилирует SIRT1 и тем самым ингиби-
рует его деацетилирующую активность по от-
ношению к  p53 в клетках аденокарциномы 
легкого A549 и FOXO1 в клетках немелкокле-
точного рака легких NCI-H1299  [115]. В  до-
клинических исследованиях отмечается про-
тивоопухолевое действие  GSNO, связанное с 
подавлением опухолевого роста и повышени-
ем эффективности лучевой терапии [112]. Сле-
дует отметить, что сравнение противоопухо-
левой активности GSNO и би- и моноядерных 
динитрозильных комплексов железа с различ-
ными тиолсодержащими лигандами на модели 
трансплантируемых солидных опухолей мы-
шей позволило установить, что наибольшую 
активность (ингибирование роста опухолевых 
клеток на 90%) оказывают динитрозильные 
комплексы железа с  GSH, что связано с их 
способностью выступать в качестве доноров 
нитрозония [116].

Значительную роль в транс-нитро-
зилировании играет фермент GAPDH, ка-
тализирующий превращение глицеральдегид-
3-фосфата в D-глицерат-1,3-бисфосфат. Как 
транс-нитрозилаза, GAPDH участвует в регу-
ляции транскрипции и механизма апопто-
за [117,118]. GAPDH перемещается из цитозоля 
в ядро при S-нитрозилировании по остатку 
Cys150 в активном центре с помощью белка 
S100A8/A9, S-нитрозилированного, в свою оче-
редь, в результате повышенной активности 
NOS2 в ответ на стресс  [107, 118]. S-Нитро-
зилирование GAPDH делает возможным ее 
взаимодействие с убиквитинлигазой  E3 Siah1, 
образующийся комплекс GAPDH–Siah1 пере-
мещается в ядро, где Siah1 опосредует убик-
витинирование и деградацию ядерных белков, 
что приводит к активации апоптоза. GAPDH 
также может транс-нитрозилировать белки, 
участвующие в транскрипции и репарации 
ДНК, включая деацетилазы  – сиртуин-1 (sir-
tuin-1, SIRT1) и гистондеацетилазу  2 (histone 
deacetylase 2, HDAC2), активность которых ин-
гибируется S-нитрозилированием, а также бе-
лок репарации  ДНК  – ДНК-зависимую про-
теинкиназу, которая, напротив, активируется 
за счет S-нитрозилирования [118]. Кроме того, 
GAPDH участвует в активации p53-опосре-
дованного апоптоза в результате образования 
комплекса с p53 [117]. В ответ на стресс GAPDH 
также перемещается в митохондрии для транс-
нитрозилирования митохондриальных белков, 

таких как Hsp60, ацетил-КоА-ацетилтранс-
фераза (acetyl-CoA acetyltransferase, ACAT1) и 
потенциал-зависимый анионный канал 1 (volt-
age dependent anion channel  1, VDAC1)  [119]. 
Повышение GAPDH-опосредованного транс-
нитрозилирования митохондриальных белков 
регулирует проницаемость митохондриальной 
мембраны, функциональную активность ми-
тохондрий и гибель клеток [120]. В опухолевых 
клетках нарушается GAPDH-опосредованное 
транс-нитрозилирование ядерных белков, что 
приводит к нарушению стресс-зависимого 
апоптоза  [118], одной из причин которого яв-
ляется подавление Siah1, которое облегчает 
ядерную транслокацию GAPDH [114]. Экспрес-
сия Siah1 напрямую регулируется опухолевым 
супрессором  p53, подавленным при многих 
типах рака [121].

Функцию транс-нитрозилаз могут выпол-
нять кальций- и цинк-связывающие белки 
S100A8 и  S100A9, участвующие в регуляции 
воспалительных процессов и иммунного отве-
та и образующие гетеродимер кальпротектин 
(S100A8/A9)  [122], который при S-нитрозили-
ровании превращается в противовоспалитель-
ные агенты, ингибирующие активацию туч-
ных клеток и взаимодействие лейкоцитов с 
эндотелием  [123]. Кроме того, при индукции 
NOS2 под действием воспалительных стиму-
лов S-нитрозилированный S100A8/A9 транс-
нитрозилирует контактирующие с ним бел-
ки, способствуя переносу нитрозильной груп-
пы от  NOS2 к отдаленным белкам-мише-
нями  [107]. В  настоящее время в клетках и в 
микроциркуляторном русле идентифициро-
вано более 100  белков, транс-нитрозилируе-
мых S100A8/A9  [107], среди которых GAPDH 
(см.  выше), гемоглобин, белки цитоскелета 
(эзрин, моэзин), связывающие кортикаль-
ный актин с плазматической мембраной, и 
виментин, главный промежуточный фила-
мент в мезенхимальных клетках и метаста-
тических опухолевых клетках  [107]. Предпо-
лагается, что S-нитрозилирование вызывает 
конформационные изменения, влияющие на 
стабильность белка и межбелковые взаимо-
действия [124].

Уровень S-нитрозилированных белков в 
клетке определяется клеточным редокс-стату-
сом и активностью денитрозилирования. Вы-
сокий статус антиоксидантной системы, по-
вышающий восстановительный потенциал кле-
 ток, может предотвратить S-нитрозилиро-
вание, тогда как его снижение способствует 
S-нитрозилированию  [125]. Кроме того, уро-
вень S-нитрозилирования в клетках контроли-
руется балансом между S-нитрозилированием 
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и денитрозилированием. В  отличие от S-нит-
розилирования, которое обычно является не-
ферментативной реакцией (за исключением 
прокариот), процесс денитрозилирования мо-
жет быть как неферментативным, так и фер-
ментативным  [12]. Расщепление S-нитрозиль-
ной группы может происходить самопроиз-
вольно в присутствии восстановителей (аскор-
бат, GSH), ионов металлов (Cu2+), в результате 
действия УФ-излучения, АФК или нуклеофи-
лов [12] и/или катализироваться денитрозила-
зами, которые ферментативно удаляют нитро-
зильную группу из S-нитрозотиолов.

Одной из основных денитрозилаз служит 
S-нитрозоглутатионредуктаза (GSNOR), раз-
лагающая GSNO в ходе необратимой NADH-
зависимой реакции в присутствии  GSH до 
продуктов, характер которых определяется со-
отношением GSH/GSSG. При высоких уров-
нях GSH образуются GSSG и гидроксиламин, 
тогда как при низких уровнях GSH/GSSG  – 
глутатионсульфиновая кислота и аммиак. 
Таким образом, клеточный редокс-потенциал, 
зависящий от уровней NADH(H+) и GSH, яв-
ляется важным фактором в контроле образо-
вания продуктов S-денитрозилирования [126]. 
Внутриклеточные уровни S-нитрозилирован-
ных белков контролируются GSNOR, которая 
выводит из игры GSNO, как активнейшего 
участника реакций транс-нитрозилирования, 
управляя тем самым пулом Pr-SNO в клетке. 
Сверхэкспрессия или дефекты гена GSNOR 
приводят к нарушению этого баланса и, как 
следствие, к нарушению NO-зависимого сиг-
налинга, тем самым способствуя возникнове-
нию ряда заболеваний, включая злокачествен-
ные новообразования.

Установлено, что гипоэкспрессия гена 
GSNOR связана с возникновением и прогрес-
сированием гепатоцеллюлярной карциномы и 
рака молочной железы [127, 128]. Так, экспрес-
сия GSNOR снижена примерно в  50%  случаев 
гепатоцеллюлярной карциномы, что связы-
вают с хромосомной делецией GSNOR  [127]. 
Гепатоканцерогенез de  novo после резекции 
опухоли и плохой прогноз у пациентов с ге-
патоцеллюлярной карциномой связаны как с 
дефицитом экспрессии GSNOR, так и со сверх-
экспрессией гена NOS2 [129]. Исследования на 
линии мышей с делецией гена GSNOR позво-
лили установить, что дефицит GSNOR после 
внутрибрюшинной инъекции диэтилнитроз-
амина или липополисахарида приводит к 
S-нитрозилированию, убиквитинированию и 
протеасомной деградации ангиотензиногена, 
активность которого существенна при защите 
от гепатоцеллюлярной карциномы, индуциро-

ванной диэтилнитрозамином  [127]. Для неко-
торых случаев рака молочной железы также 
характерно снижение экспрессии GSNOR. 
Так, для опухолей молочной железы с высо-
ким уровнем экспрессии гена  HER2 (human 
epidermal growth factor receptor  2, HER2), что 
часто наблюдается для агрессивных опухолей с 
неблагоприятным прогнозом, при фиксирова-
нии низкого уровня экспрессии GSNOR отме-
чено повышение пула S-нитрозилированных 
белков, связанных с развитием апоптоза. При 
этом увеличение экспрессии GSNOR в таких 
опухолях коррелирует с более высоким про-
центом выживаемости пациентов [128].

На клетках гепатоцеллюлярной карцино-
мы HepG2, карциномы почки  769P, эмбрио-
нальной рабдомиосаркомы  RD, аденокарци-
номы молочной железы  MCF7 показано, что 
дефицит GSNOR приводит к усилению S-нит-
розилирования киназы FAK1 (focal adhesion 
kinase 1, FAK1) по Cys658, что усиливает ауто-
фосфорилирование FAK1 и поддерживает онко-
генность, обеспечивая опухолевым клеткам 
способность к подвижности и росту  [130]. 
FAK1, известная также как протеинкиназа ти-
розинкиназы  2 (PTK2), играет важную роль в 
метастатической трансформации опухолевых 
клеток. Полученные данные позволяют рассма-
тривать GSNOR в качестве онкосупрессора.

Значительный вклад в процессы денитро-
зилирования вносит тиоредоксин (thioredox in, 
Trx). Интерес к  Trx объясняется еще тем, что 
это универсальный фермент, поскольку, по-
мимо дисульфидредуктазной активности, что 
определяет его как одного из ключевых игро-
ков в клеточном редокс-гомеостазе, он обла-
дает денитрозилазной и транс-нитрозилазной 
активностью [131]. Когда фермент функциони-
рует как дисульфидредуктаза и денитрозилаза, 
задействованы остатки Cys32 и Cys35 в актив-
ном центре, между которыми в процессе ката-
лиза образуется дисульфидная связь, восста-
навливаемая TrxR в присутствии NADPH(H+) 
(рис. 4) [131, 132]. При этом процесс денитро-
зилирования многостадийный и может проте-
кать по-разному, но в итоге будет происходить 
высвобождение нитроксила HNO или NO.

В качестве транс-нитрозилазы Trx1 функ-
ционирует, когда его Cys32 и Cys35 активного 
центра связаны дисульфидной связью, что 
может происходить при высоких уровнях АФК 
и/или низкой активности TrxR. В окисленной 
форме Trx1 может быть S-нитрозилирован по 
дополнительному Cys73 вне активного центра 
и выступать уже в роли транс-нитрозилазы в 
отношении остатков Cys в молекулах-мише-
нях. Интересно, что стабильность Trx-SNO, 
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Рис. 4. Механизм транс-нитрозилирования и денитрозилирования при участии системы Trx1/TrxR1. 1 – Trx1-(SH)2, 
восстанавливая дисульфидные связи в белках-мишенях, окисляется с образованием Trx1-S2, который восстанав-
ливается с помощью TrxR и NADPH(H+). 2 – При повышенном уровне АФК Trx1-S2 нитрозилируется по Cys73 вне 
активного центра до SNO-Trx1-S2, который транс-нитрозилирует белки-мишени. 3  – Trx1-(SH)2 денитрозилирует 
белки-мишени с образованием HNO или  NO. 4  – Денитрозилирование SNO-Trx1-S2 может происходить в присут-
ствии Trx1-(SH)2 или GSH

в свою очередь, регулируется восстановителя-
ми. Например, восстановленный Trx1-(SH)2 и 
GSH будут способствовать денитрозилирова-
нию Trx-SNO в клетках, что влияет на баланс 
между процессами нитрозилирования и денит-
розилирования с участием Trx [133, 134].

Гиперэкспрессия гена TXN1(C32S/C35S) 
(мутантного Trx1 с заменой Cys32 и Cys35 
серином для имитации  Trx1, неактивного в 
качестве дисульфидредуктазы), как показано 
на клетках HeLa, способствует нитрозили-
рованию специфических белков-мишеней. 
С  помощью протеомного анализа было иден-
тифицировано 47  новых кандидатов в белки-
мишени для транс-нитрозилирования Trx1 в 
этих клетках  [133]. Наиболее хорошо охарак-
теризованной мишенью оказалась эффектор-
ная каспаза-3. Эта модификация приводит к 
инактивации или активации каспазы-3 в зави-
симости от редокс-состояния Trx1  [133, 135]. 
Trx1-(SH)2 катализирует денитрозилирование 
нитрозилированной по Cys163 каспазы-3, в 
то время как Trx1-SNO препятствует апоптозу 
посредством транс-нитрозилирования того же 
цистеина каспазы-3, тем самым вызывая онко-
генную трансформацию [134, 136–138].

In  vitro и in  vivo установлено, что инициа-
торные каспазы-8 и -9 сигнального каскада, 
ведущего к апоптозу, также имеют каталити-
ческие остатки Cys, которые являются мише-
нями для S-нитрозилирования  [139]. Хотя 

пока остается неясным, может ли Trx1 катали-
зировать транс-нитрозилирование этих двух 
инициаторных каспаз. Тем не менее экспери-
ментальные данные свидетельствуют об уча-
стии редокс-зависимой системы Trx1/Trx1R в 
денитрозилировании SNO-каспазы-9 и вос-
становительной реактивации каспазы-8  [140, 
141]. Несомненно, что регуляция активности 
каспаз при участии Trx1 играет важную роль в 
апоптотических сигнальных путях.

Помимо каспаз, в NO-зависимой регуля-
ции механизма апоптоза в опухолевых клетках 
могут участвовать и другие мишени. Одним из 
важнейших звеньев, вовлеченных в онкогенез, 
является изменение в клеточных сигнальных 
путях, в первую очередь тех, которые отвечают 
за активацию апоптоза. Цитокины из суперсе-
мейства TNF, такие как FasL, TRAIL и TNFα, 
могут секретироваться различными клетками 
в микроокружении опухоли и вызывать либо 
проопухолевые, либо противоопухолевые эф-
фекты, поскольку реализация запускаемой 
ими программы зависит от множества факто-
ров, в том числе от различных посттрансля-
ционных модификаций участников передачи 
сигнала, что в полной мере касается и процес-
сов S-нитрозилирования и денитрозилиро-
вания  [142, 143]. В  частности, рецептор DR4, 
лигандом которого выступает  TRAIL, рас-
сматривается как опухолевый белок-супрес-
сор, функциональная активность которого 
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связана с запуском внешнего пути активации 
апоптоза. Донор NO нитрозилкобаламин (ана-
лог витамина  В12) обладает высокой антипро-
лиферативной активностью в клетках мела-
номы, карциномы почки и яичника, вызывая 
S-нитрозилирование DR4 по остатку Cys336 в 
цитоплазматическом домене, что способству-
ет его активации. Тогда как точечная мутация 
C336A в  DR4 приводит к потере способности 
нитрозилкобаламина активировать апоптоз в 
клетках-мишенях [144].

Рецептор Fas, как установлено на клетках 
колоректального рака при использовании в 
качестве донора NO нитроглицерина, может 
S-нитрозилироваться по двум остаткам Cys199 
и Cys304 [145]. Однако только S-нитрозилиро-
вание по Cys304 приводит к активации проапоп-
тотической активности, так как такая модифи-
кация приводила к включению Fas в липидные 
рафты, повышению чувствительности клеток 
к действию  FasL и запуску апоптоза  [145]. 
Кроме того, S-нитрозилирование транскрип-
ционного фактора YY1 (Ying Yang 1, YY1), для 
которого показано репрессирующее действие в 
отношении рецептора Fas, приводит к инакти-
вации YY1, что повышает экспрессию гена FAS 
и сенсибилизацию опухолевых клеток в отно-
шении агонистов Fas [146].

Изменения в передаче сигнала за счет про-
цессов S-нитрозилирования происходят не 
только за счет изменения функционирования 
и активности рецепторов, но и также тран-
скрипционных факторов и киназ, вовлеченных 
в сигнальные пути, влияющие на жизнеспо-
собность клетки. В  частности, S-нитрозили-
рование/денитрозилирование позволяет регу-
лировать активность STAT3 и NF-κB, которые 
являются одними из ключевых транскрипци-
онных факторов, участвующих в развитии опу-
холевой прогрессии, химиорезистентности и 
метастазировании [147, 148]. Так, STAT3 регу-
лирует экспрессию генов белков, отвечающих 
за выживание клеток (Bcl-xL, cIAP, сурвивин 
и Mcl-1), генов белков клеточного цикла (на-
пример, c-Myc, CDK2, циклин E, CDK1 и ци-
клин  B) и белков, отвечающих за опухолевый 
ангиогенез (например, VEGF). NF-κB при-
нимает участие в регуляции экспрессии генов 
белков клеточной выживаемости (cIAP, Bcl-2, 
Bcl-xL и XIAP), клеточного цикла (c-Myc и 
циклин D) и мультилекарственной устойчиво-
сти (например, MDR1)  [114]. На  линиях кле-
ток сквамозно-клеточной карциномы головы 
и шеи HNSCC показано, что активация STAT3 
за счет фосфорилирования обратимо подав-
ляется в результате его S-нитрозилирования 
по остатку Cys259 при действии GSNO  [114]. 

Кроме того, GSNO способствует снижению 
базальной и цитокин-стимулированной акти-
вации NF-κB. Снижение активности STAT3 
и NF-κB коррелировало с остановкой кле-
точного цикла в S- и G2-фазах, снижением 
пролиферации и активацией апоптоза. При 
этом наблюдалось снижение экспрессии ге-
нов регуляторов клеточного цикла, таких как 
c-Myc, и антиапоптотических белков Bcl-xL 
и cIAP (cellular inhibitor of apoptosis protein  1). 
В  модельных экспериментах in  vivo на мышах 
с ксенографтами HNSCC системное введение 
GSNO вызывало снижение опухолевого роста, 
дополнительное подавление которого наблю-
далось при его комбинации с цисплатином и 
использованием лучевой терапии. Предпо-
лагается, что использование GSNO для бло-
кирования NF-κB и STAT3, контролирующих 
выживание и пролиферацию клеток, дает по-
тенциальную возможность для усиления тера-
певтического эффекта традиционных методов 
лечения [114].

S-Нитрозилирование модулирует актив-
ность киназ, вовлеченных в клеточный сигна-
линг. Так, активация ERK1/2-зависимых кас-
кадов, отвечающих за пролиферацию и выжи-
вание опухолевых клеток, происходит через 
фосфорилирование по остаткам Thr202 и 
Tyr204 киназ ERK1 и ERK2 (extracellular signal-
regulated kinases 1 and 2), обладающих 85%-ной 
гомологией. На  клетках глиомы U251 показа-
но [149], что использование GSNO в качестве 
донора NO вызывает S-нитрозилирование ERK1 
по Cys183, находящемуся вблизи остатков 
Thr202 и Tyr204, приводит к снижению фос-
форилирования ERK1/2 и клеточного роста. 
Замена остатка Cys183 на Ala предотвращает 
S-нитрозилирование ERK1, восстанавливает 
фосфорилирование ERK1/2 и подавляет GSNO-
индуцированный апоптоз. Повышение фос-
форилирования ERK1/2, наряду со снижением 
S-нитрозилирования ERK1/2, также обнару-
жено в тканях глиомы человека. С учетом свя-
зи между процессами S-нитрозилирования и 
фосфорилирования ERK1/2 in  vitro и in  vivo, 
предполагается редокс-зависимое участие этих 
процессов в развитии лекарственной устойчи-
вости глиом [149].

Таким образом, действие АФК/АФА на опу-
холевые клетки носит двойственный характер. 
С  одной стороны, АФК/АФА могут способ-
ствовать инициации злокачественной транс-
формации за счет активации определенных 
путей клеточного сигналинга, направленных 
на усиление пролиферации, выживания и 
устойчивости к стрессу. Напротив, высокие 
уровни АФК/АФА могут смягчить прогрессию 

8



КАЛИНИНА, НОВИЧКОВА1154

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

опухолеобразования в результате развития 
окислительного/нитрозативного стресса, вы-
зывающего гибель клеток и ограничение опу-
холевого роста на определенных фазах разви-
тия злокачественных новообразований. Низкие 
концентрации АФК/АФА, поддерживаемые 
активностью эндогенной антиоксидантной си-
стемы, позволяют осуществлять окислитель-
ные/нитрозативные модификации ключевых 
редокс-зависимых остатков в регуляторных 
белках. Обратимость таких модификаций, как 
S-глутатионилирование/S-нитрозилирование, 
которые происходят посредством электро-
фильной атаки АФК/АФА на нуклеофильные 
остатки Cys, обеспечивает редокс-переключе-
ния активности сигнальных белков и возмож-
ность управления процессами пролиферации 
и программированной гибели опухолевых кле-
ток. Дальнейшее развитие представлений о 
системах редокс-зависимого управления кле-

точного гомеостаза, в частности через реакции 
S-глутатионилирования/S-нитрозилирования, 
позволят улучшить схемы противоопухолевой 
терапии с учетом регуляции ключевых фер-
ментов, контролирующих эти процессы и их 
баланс.
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S-GLUTATHIONYLATION AND S-NITROSYLATION AS MODULATORS 
OF REDOX-DEPENDENT PROCESSES IN CANCER CELL

Review

E. V. Kalinina* and M. D. Novichkova

Peoples’s Friendship University of Russia (RUDN University), 
117198 Moscow, Russia; e-mail: kalinina-ev@rudn.ru

The development of oxidative/nitrosative stress associated with the activation of oncogenic pathways is a 
consequence of an increase in the level of generation of reactive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS) 
in tumor cells. The action of ROS/RNS is dual: high levels cause cell death and limit tumor growth at 
certain phases of malignant neoplasm development, while low concentrations allow oxidative/nitrosative 
modifications of key redox-dependent residues in regulatory proteins. The reversibility of such modifica-
tions as S-glutathionylation/S-nitrosylation, which occur through the electrophilic attack of ROS/RNS 
on the nucleophilic residues of Cys, provides redox switching in the activity of signaling proteins and the 
ability to control the processes of proliferation and programmed death. The level of S-glutathionylated 
and S-nitrosylated proteins is controlled by the balance between S-glutathionylation/deglutathionylation 
and S-nitrosylation/denitrosylation, the ratio of which depends on the cellular redox status. The degree of 
S-glutathionylation and S-nitrosylation of protein targets and their ratio largely determines the state and 
directions of signaling pathways in cancer cells. The review discusses the features of S-glutathionylation and 
S-nitrosylation reactions in cancer cells, the balance of systems that control their activity and their relation-
ship with redox-dependent processes and tumor growth.

Keywords: reactive oxygen and nitrogen species, oxidative and nitrosative stress, cancer cells, S-glutathionylation and 
deglutathionylation, S-nitrosylation, trans-nitrosylation, denitrosylation
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Все типы раковых клеток отличаются метиониновой зависимостью, известной как эффект Хофф-
мана. Ограничение поступления метионина (L-Met) подавляет рост и пролиферацию раковых 
клеток, между тем как нормальные клетки от дефицита L-Met не страдают. Метиониновая зави-
симость является мишенью метиониназы (METase), которая показала свою эффективность и без-
опасность на всех изученных типах опухолевых моделей in vitro и in vivo, как в монотерапии, так и 
в комбинации с другими противоопухолевыми препаратами. Примерно 6 лет назад была получена 
METase, которая может применяться перорально как добавка к пище, улучшая результаты лече-
ния некоторых пациентов с распространёнными опухолями. К настоящему моменту METase была 
изучена в 8 клинических исследованиях, включая 2 в 1990-х гг. и 6 – в более позднее время. Этот 
обзор посвящён клиническим исследованиям ограничения поступления L-Met в опухолевые клет-
ки при помощи METase, в частности, при помощи пероральной лекарственной формы METase 
или в комбинации с другими препаратами в лечении пациентов с прогрессирующим раком.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: метиониновая зависимость, метионин-γ-лиаза, пероральная METase, эффект 
Хоффмана, клиническое исследование, ограничение метионина, разрушающий метионин фермент.

DOI: 10.31857/S0320972523070072, EDN: FXHDNJ

Принятые сокращения: CEA  – карциноэмбриональный антиген; L-Hcy  – L-гомоцистеин; L-Met  – метионин; 
METase – метиониназа; o-rMETase – пероральная rMETase; PSA – простат-специфичный антиген; rMETase – рекомби-
нантная METase; SAM – аденозилметионин.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Более чем 60  лет исследований метабо-
лизма раковых клеток показали, что отсут-
ствие определённых аминокислот подавляет 
рост и пролиферацию раковых клеток гораздо 
более выраженно, чем для нормальных кле-
ток  [1]. Sugimura et  al. впервые показали, что 
удаление аминокислоты метионина (L-Met) из 
диеты крыс с опухолями уменьшает рост опу-
холи более выраженно, чем удаление других 

аминокислот [1]. 50 лет назад была обнаружена 
зависимость опухолевых клеток от L-Met  [2], 
которая получила название «эффекта Хофф-
мана»  [3]. Зависимость от L-Met обусловлена 
повышенной потребностью в этой аминокис-
лоте опухолевых клеток, которые расходуют её 
на реакции трансметилирования [2, 4–8].

Ограничение поступления L-Met может 
быть эффективной стратегией в лечении опу-
холей, зависимых от L-Met для роста и выжи-
вания, между тем как на нормальные клетки 
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ограничение L-Met в присутствии L-гомоци-
стеина (L-Hcy) выраженного цитотоксическо-
го действия не оказывает  [2,  4, 9,  10]. В не-
скольких исследованиях in vivo использовалась 
ограничивающая L-Met диета и сообщалось об 
ингибировании роста опухоли и возрастающей 
продолжительности жизни животных [11, 12].

Вегетарианская диета, которая может умень-
шить поступление L-Met, может быть эффек-
тивной стратегией, предотвращающей рост 
опухолей у человека [11, 12], но при этом сни-
жение уровня L-Met в организме может быть 
недостаточным. Другой эффективной страте-
гией, препятствующей опухолевому росту, мо-
жет быть использование метиониназы (METase), 
которая уменьшает концентрацию L-Met в кро-
вотоке  [13]. Ограничение поступления L-Met 
с пищей в сочетании с химиотерапией было 
впервые использовано почти 40 лет назад [14]. 
Современные исследования делают акцент на 
применении METase в сочетании с другими 
химиотерапевтическими агентами [15–20].

Настоящий обзор посвящён эффектив-
ности METase, в частности, её пероральной 
лекарственной формы, в качестве самостоя-
тельного средства или в комбинации с химио-
терапевтическими агентами при лечении па-
циентов с поздней стадией злокачественных 
новообразований, включая гормон-независи-
мый рак простаты, рак яичников, рак подже-
лудочной железы, рак прямой кишки и инва-
зивный дольковый рак молочной железы.

МЕТАБОЛИЗМ L-Met

L-Met – серосодержащая аминокислота, 
необходимая для жизнедеятельности и роста 
клеток. Метаболизм L-Met можно разделить на 
три различных пути: (1) цикл L-Met, который 
продуцирует аденозилметионин (SAM)  [21]; 
(2) путь восстановления L-Met, который пе-
рерабатывает L-Met из побочных продуктов 
(S-метил-5′-тиоаденозина) пути синтеза поли-
аминов [3]; и (3) путь транссульфурации, кото-
рый продуцирует антиоксидант глутатион (ри-
сунок) [3]. Кроме того, поскольку метаболизм 
фолатов и цикл L-Met тесно связаны, они оба 
могут косвенно влиять на биосинтез нуклео-
тидов. Фолаты необходимы для синтеза L-Met 
(рисунок), и неудивительно, что раковые забо-
левания зависимы от фолиевой кислоты [10].

На первом этапе метаболизма L-Met ме-
тионинаденозилтрансфераза (MAT; EC 2.5.1.6) 
в присутствии ATP катализирует образование 
SAM из L-Met, который используется как ко-
фактор в большинстве реакций метилирова-

ния и является основным донором метильных 
групп для метилирования ДНК, РНК и хро-
матина  [3,  9,  22]. SAM впоследствии превра-
щается в S-аденозилгомоцистеин (SAH) через 
серию реакций трансметилирования. SAH за-
тем при помощи аденозилгомоцистеиназы рас-
падается на гомоцистеин, который может за-
тем реметилироваться с получением L-Met 
метионинсинтазой (MS; EC 2.1.1.13) в присут-
ствии N5-метилтетрагидрофолата (N5-MTHF) 
и кобаламина как кофактора полного метио-
нинового цикла [3].

В нормальных условиях MS реметилирует 
приблизительно 50% L-Hcy с образованием 
L-Met во всех тканях. Активность MS необ-
ходима не только для реметилирования L-Hcy, 
но также и для поддержания клеточных уров-
ней восстановленного тетрагидрофолата, ко-
торый необходим для одноуглеродного мета-
болизма в клетках  [3,  23]. L-Hcy может также 
быть реметилирован с использованием бе-
таина, который образуется из холина бетаин-
гомоцистеин-S-метилтрансферазой (BHMT; 
EC  2.1.1.5), которая экспрессируется преиму-
щественно в печени и почках и не зависит от 
присутствия фолатов [3].

Альтернативно, цистатион-бета-синтаза 
(EC  4.2.1.22) может преобразовывать L-Hcy в 
пути транссульфурации, где L-Hcy превраща-
ется в цистатион, который затем под действи-
ем цистатионазы (EC  4.4.1.1) превращается в 
цистеин, использующийся в синтезе глутатио-
на и поддержании окислительно-восстанови-
тельного баланса [3].

Низкий уровень L-Met – причина падения 
уровня SAM, который имеет следующие эф-
фекты: (1) ингибирование ферментов BHMT 
и MTHFR и предотвращение активации ци-
статион-бета-синтазы для поддержания цикла 
L-Met  [3]; (2) накопление 5-MTHF, который 
ингибирует глицин-N-метилтрансферазу и 
переключает потребление SAM на ДНК-ме-
тилтрансферазы  [3]; и (3) преимущественное 
усиление экспрессии гена MAT, что говорит о 
том, что контроль за образованием SAM осу-
ществляется для поддержания его постоянных 
клеточных уровней [3].

Восстановительные пути также восстанав-
ливают L-Met, который необходим для синте-
за полиаминов [3]. SAM декарбоксилируется и 
утилизируется в синтезе полиаминов [3]. Мно-
жественные ферментативные шаги требуются 
для преобразования метилтиоаденозина в ме-
тилтиорибозу и, в конечном счёте, в метилтио-
оксобутират (MTOB).

Таким образом, биосинтез SAM контроли-
рует сохранение клеточных концентраций SAM. 
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Обзор метаболизма L-Met: SAM, S-аденозилметионин; MAT, метионинаденозилтрансфераза; SAH, S-аденозилгомо-
цистеин; AHCY, аденозилгомоцистеиназа; MS, метионинсинтаза; BHMT, бетаин-гомоцистеин-S-метилтрансфераза; 
dcSAM, декарбоксилат SAM; MTA, метилтиоаденозин; DMG, диметилглицин; 5-MTHF, 5-метилтетрагидрофолат; 
и THF, тетрагидрофолат

Эти скоординированные взаимодействия по-
зволяют клеткам поддерживать синтез белков 
и полиаминов и другие реакции метилирова-
ния для клеточного роста и выживания при 
диете с низким уровнем L-Met.

УЯЗВИМЫЕ МЕСТА 
МЕТАБОЛИЗМА ОПУХОЛИ: 

МЕТИОНИНОВАЯ ЗАВИСИМОСТЬ

Метиониновая зависимость является по-
всеместной и фундаментальной отличитель-
ной чертой раковых клеток [24, 25]. Метиони-
новая зависимость была впервые описана как 
неспособность опухолевых клеток выживать и 
расти при замене L-Met в культуральной среде 
на его предшественник L-Hcy [2, 8, 26–27].

В нормальных и некоторых опухолевых 
клетках активны естественные пути ресинтеза 
L-Met из L-Hcy с помощью метионинсинтазы, 

тем не менее раковые клетки имеют повы-
шенную потребность в её работе, поскольку 
используют чрезмерное количество L-Met для 
реакций трансметилирования и, таким обра-
зом, могут быть более уязвимы к дефициту 
L-Met [5, 27–28].

На сегодняшний день все изученные ли-
нии нормальных клеток показали отсутствие 
метиониновой зависимости и растут почти так 
же хорошо в среде Met− Hcy+, как и в среде Met+ 
Hcy−, несмотря на активный синтез L-Met из 
L-Hcy в раковых клетках [24, 25]. Из 23 иссле-
дованных клеточных линий различных типов 
злокачественных опухолей человека 11 вообще 
не растут в среде Met− Hcy+, таким образом, их 
можно считать полностью L-Met-зависимы-
ми, и три клеточные линии дают в ней мини-
мальный рост  [24]. Впоследствии, используя 
чувствительность к METase как показатель 
метиониновой зависимости, все тестируемые 
раковые клеточные линии были идентифици-
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рованы как зависимые от L-Met [25]. Согласно 
этим результатам, метиониновая зависимость 
часто наблюдается у многих видов опухоле-
вых клеток человека, и предполагается, что это 
может быть важным фактором в онкогенной 
трансформации и терапевтической мишенью.

Позитронно-эмиссионная томография (ПЭТ) 
с [11С]L-Met показала яркий сигнал и была 
более специфичной для обнаружения опухо-
левых клеток, чем изображения, полученные 
с [18F]дезоксиглюкозой, представляя дополни-
тельные доказательства того, что метиони-
новая зависимость характерна для всех типов 
раковых клеток  [29]. Эти данные позволяют 
предположить, что различия потребности в 
L-Met между раковыми и нормальными клет-
ками могут быть более выраженными, чем раз-
личия потребности в глюкозе.

Метиониновая зависимость раковых кле-
ток обусловлена избыточной активацией ре-
акций трансметилирования, которая, вероят -
но, является причиной гиперметилирования
ДНК  [22, 30], приводящего к анеуплоидии в 
опухолевых клетках  [22,  30], или же гипер-
метилированием лизиновых меток гисто-
на Н3 [27, 28].

В среде Met− Hcy+ ингибирование роста 
L-Met-зависимых раковых клеток приводит 
к уменьшению доли делящихся клеток в по-
пуляции, в отличие от накопления клеток в 
фазе G1 в культуре нормальных фибробластов 
при высокой плотности в среде с добавлением 
L-Met [31]. Ограничение L-Met останавливает 
раковые клетки в фазе S/G2 клеточного цикла 
и приводит к гибели клоногенных клеток, ко-
торые эквивалентны инициирующим опухоль 
клеткам, и делает раковые клетки чувствитель-
ными к препаратам, специфически действую-
щим на клеточный цикл [28, 31].

ОГРАНИЧЕНИЕ ПОСТУПЛЕНИЯ L-Met

Из-за окислительного стресса и гиперпро-
лиферации, вызванной онкогенным перепро-
граммированием, раковые клетки имеют вы-
сокую потребность в L-Met. Когда происходит 
такое увеличение потребности в L-Met одно-
временно с ограничением его доступности, 
в результате окислительного стресса и отсут-
ствия предшественников нуклеотидов проявля-
ется метаболическая уязвимость, называемая 
метиониновой зависимостью, которая являет-
ся отличительной чертой раковых клеток. Ис-
пользование метиониновой зависимости при 
диете с низким содержанием L-Met показало 
многообещающие результаты у онкологиче-

ских больных. Ферменты, снижающие уровень 
L-Met, в монотерапии или в комбинации с 
диетой с низким содержанием L-Met и химио-
терапевтическими препаратами имеют потен-
циал как новая парадигма в лечении рака [32].

Метионин-γ-лиаза (methioninase; EC 4.4.1.11, 
метиониназа, METase) является бактериаль-
ным пиридоксаль-5′-фосфат-зависимым фер-
ментом, она катализирует гамма-элиминацию 
L-Met с образованием альфа-кетомасляной 
кислоты, метилмеркаптана и аммиака [33–35]. 
Впервые METase была использована для лече-
ния рака в 1973 г. Kreis et  al., когда на модели 
карциномы крыс Уокера-256 было показано 
ингибирование роста опухоли ферментом, вы-
деленным из Clostridium sporogenes  [36]. Этот 
фермент подавлял рост опухоли более эффек-
тивно, чем рацион без L-Met, и не вызывал 
потерю массы тела  [36]. Однократное внутри-
венное введение METase истощало уровень 
L-Met в плазме крови до 8% от контроль-
ного уровня  [36]. Ген METase был клониро-
ван из Pseudomonas putida и экспрессирован в 
E. coli  [13], и было показано, что он эффекти-
вен против всех типов рака in vitro и in vivo [37–
49]. Пегилированная рекомбинантная METase 
(rMETase) была использована in  vivo для уве-
личения периода полувыведения и минимиза-
ции иммунологических реакций [50].

Единственным побочным эффектом внут-
ривенного введения пегилированной rMETase 
у обезьян была непродолжительная ане-
мия  [50]. После внутривенной инъекции ко-
фактор rMETase пиридоксаль-5′-фосфат (PLP) 
быстро диссоциировал, что привело к сниже-
нию активности фермента  [50]. Наблюдав-
шиеся проблемы анафилаксии и диссоциации 
PLP rMETase были решены при помощи пер-
оральной доставки rMETase (o-rMETase): при 
пероральном применении rMETase действует 
в желудочно-кишечном тракте без попадания 
в кровь. В моделях ортотопических ксено-
трансплантатов (PDOX) у мышей o-rMETase 
продемонстрировала исключительную эффек-
тивность против рефрактерной саркомы, рака 
поджелудочной железы, рака толстой кишки 
и меланомы [40–43, 45].

КЛИНИЧЕСКИЕ НАБЛЮДЕНИЯ

Ранние клинические испытания рацио-
нов питания с ограничением L-Met с химио-
терапией и без неё показали многообещающие 
результаты у некоторых пациентов с поздней 
стадией рака. С 1990-х  гг. были проведены 
пилотные клинические испытания первой 
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Резюме клинических исследований METase

Заболевание 
(состояние)

Тип 
METase

Количество 
пациентов

Дозы и режимы 
применения

Комбинация 
с другими химио-
терапевтическими 

препаратами

Развитие 
заболевания

Авторы

Прогрессирующий 
рак молочной 
железы

нереком-
бинантная 

METase
3

От 5000 
до 20 000 единиц 

путём внутри-
венной инфузии 

в течение 4 или 10 ч 
однократно

– –
Tan et al. 

(1996) 
[51]

Рак лёгких, 
молочной железы, 
лимфома 
и рак почки 
на поздних стадиях

rMETase 9

От 5000 до 20 000 
единиц в течение 

6–24 ч путём внут-
ривенной инфузии 

однократно

– –
Tan et al. 

(1997) 
[34]

Прогрессирующий 
рак яичников 
и рак 
предстательной 
железы

o-rMETase 2

500 единиц 
o-rMETase 

ежедневно, раз-
делённые на две 

пероральные дозы 
по 250 единиц 

в течение 1 мес. 
для пациента 

с раком яичников 
или 3 мес. 

для пациента 
с раком простаты

один пациент: 
пероральный приём 

дексаметазона 
и диета с низким 

содержанием L-Met

уровень PSA 
снизился, 
уровень 

гемоглобина 
повысился

Han 
et al. 

(2020) 
[20]

Прогрессирующий 
рак предстательной 
железы

o-rMETase 2

500 единиц 
o-rMETase 
ежедневно, 

разделённые на две 
пероральные дозы 

по 250 единиц 
в течение 1 мес.

один пациент: 
диета с низким 

содержанием L-Met

уровень PSA 
снизился

Han 
et al.

(2021) 
[19]

Прогрессирующий 
рак предстательной 
железы

o-rMETase 1

500 единиц 
o-rMETase 
ежедневно, 

разделённые на две 
пероральные дозы 

по 250 единиц

–
уровень PSA 

стабилен

Han 
et al. 

(2021) 
[18]

IV стадия рака 
поджелудочной 
железы

o-rMETase 1

500 единиц 
o-rMETase 
ежедневно, 

разделённые на две 
пероральные дозы 

по 250 единиц 
в течение 19 мес.

FOLFIRINOX 
или FOLFIRI 

каждые две недели

уровень 
CA19-9 

снизился; 
объём опухоли 
не изменился 
при компью-

терной 
томографии

Kubota 
et al. 

(2022) 
[16]

Рак прямой кишки o-rMETase 1

500 единиц 
o-rMETase 
ежедневно, 

разделённые на две 
пероральные дозы 

по 250 единиц 
в течение 18 мес.

диета с низким 
содержанием L-Met

уровень CEA 
снизился; 

объём опухоли 
не изменился 
при компью-

терной 
томографии

Kubota 
et al. 

(2022) 
[15]

Инвазивная 
дольковая 
карцинома 
молочных желез

o-rMETase 1

250 единиц 
o-rMETase 

ежедневно каждые 
6 ч в течение 6 мес.

диета с низким 
содержанием L-Met, 

доксорубицин 
и циклофосфамид 
в течение первых 

3 мес., затем 
доцетаксел 
в течение 

следующих 3 мес.

уровень СЕА 
снизился; 

объём опухоли 
не изменился 
при компью-
терной томо-

графии 
и METPET

Kubota 
et al. 

(2022) 
[17]
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фазы для оценки цитотоксичности, фармако-
кинетики, истощения L-Met и определения 
максимальной переносимой дозы METase, 
rMETase  [34,  51] и недавно появившейся 
o-rMETase [15–20].

Пробное клиническое испытание первой 
фазы с использованием нерекомбинантной 
METase P.  putida показало отсутствие острой 
клинической токсичности или побочных эф-
фектов после воздействия METase  [51] в дозе 
менее 20 000 единиц при внутривенной инфу-
зии в течение 10 ч. У пациента 1 (5000 единиц) 
и пациента  2 (10 000  единиц) с распростра-
нённым раком молочной железы истощение 
L-Met началось через 30  мин после начала 
инфузии и продолжалось 4 ч после её заверше-
ния. Значительное снижение уровня L-Met в 
сыворотке крови составило 19%, 35% и 50% в 
конце терапии у пациента 1, пациента 2 и па-
циента 3 (20 000 единиц в течение 10 ч внутри-
венной инфузии) соответственно [51]. Резуль-
тат исследований показал наличие корреляции 
снижения L-Met c дозой rMETase и временем 
инфузии.

В другом клиническом исследовании пер-
вой фазы была использована rMETase, кото-
рая была клонирована из P.  putida и экспрес-
сирована в E.  coli, для истощения пула L-Met 
в сыворотке крови пациентов с раком. Девять 
пациентов с поздней стадией рака лёгких, мо-
лочных желез, лимфомы и рака почки полу-
чали однократную внутривенную инфузию 
rMETase в дозах от 5000 до 20 000  единиц в 
течение 6–24  ч (таблица). Клинической ток-
сичности не наблюдалось ни у одного пациен-
та после лечения rMETase. Истощение L-Меt 
началось в течение первого часа после начала 
инфузии rMETase и достигало максимума че-
рез 2 ч. Низкая концентрация L-Met сохраня-
лась в течение всей инфузии и 2  ч с момента 
её окончания. L-Met у пациентов снижался до 
всего 0,1  мкM в течение 2  ч, что сопоставимо 
с 300-кратным истощением без признаков ток-
сичности  [34]. Однако авторы не оценивали 
противоопухолевую активность этого лечения. 
Согласно этим результатам, rMETase безопас-
на при внутривенном введении и эффективно 
истощает свою биохимическую мишень – 
L-Met сыворотки крови.

Восемь пациентов с различными солидны-
ми опухолями, включая гормон-независимый 
рак простаты, рак яичников, рак поджелудоч-
ной железы, рак прямой кишки и инвазивный 
дольковый рак молочной железы, получали 
o-rMETase в качестве отдельной добавки или 
в комбинации с химиотерапевтическими аген-
тами [15–20].

В ранних клинических исследованиях, 
проведённых Han et  al.  [18–20], уровень цир-
кулирующего L-Met у 67-летней женщины с 
поздней стадией рака яичников снизился на 
50% в течение 4  ч после приёма 250  единиц 
o-rMETase. Четырём  взрослым пациентам с 
прогрессирующим раком простаты было на-
значено 500 единиц o-rMETase ежедневно, раз-
делённых на 2  пероральные дозы по 250  еди-
ниц с разной продолжительностью введения. 
У пациента  1 уровень простат-специфичного 
антигена (PSA) снизился на 70% с 2000 нг/мл в 
начале терапии до примерно 600  нг/мл в тече-
ние трёх месяцев приёма o-rMETase и декса-
метазона перорально (таблица), оба препарата 
внесли вклад в снижение уровня PSA. За 4 нед. 
приёма o-rMETase у пациентов  2 и 3 произо-
шло снижение уровня PSA на 38% и 20% соот-
ветственно, затем его уровень стабилизировал-
ся. Пациент 2 придерживался вегетарианской 
ди еты с низким содержанием L-Met, что мог-
ло повлиять на уровни L-Met и PSA. Уровень 
L-Met у этого пациента снизился на 42,7% в 
течение 12 дней с использованием o-rMETase. 
За 6  недель до начала терапии у пациента  4 
резко вырос уровень PSA с 38 до 56 нг/мл, но 
к 15  неделе после начала приёма o-rMETase 
его уровень стабилизировался на 62 нг/мл. Не 
наблюдалось клинической токсичности и дру-
гих побочных эффектов ни у одного из пациен-
тов с прогрессирующим раком предстательной 
железы после лечения o-rMETase отдельно или 
в комбинации с диетой с низким содержанием 
L-Met. Эти результаты позволяют предполо-
жить, что диета с низким содержанием L-Met, 
а также изменение дозы o-rMETase может 
помочь снизить уровни L-Met и PSA в крови, 
тем самым предотвращая прогрессию рака 
простаты.

Согласно статистике, лишь у около 5% па-
циентов с IV стадией рака поджелудочной же-
лезы, принимавших FOLFIRINOX, происхо-
дила стабилизация заболевания в течение 
18  мес. с момента постановки диагноза  [16]. 
В клиническом исследовании ограничение 
L-Met при помощи o-rMETase, принимаемой 
2  раза в день как добавка к пище, и диеты с 
низким содержанием L-Met показало очевид-
но взаимоусиливающий эффект в комбинации 
с FOLFIRINOX или FOLFIRI каждые 2 недели. 
Для мониторинга прогрессирования заболева-
ния использовался уровень ракового антиге-
на 19-9 (CA19-9) в крови и компьютерная томо-
графия (таблица). У пациента с поздней стадией 
рака поджелудочной железы заболевание ста-
билизировалось, и он оставался живым через 
19 мес. после постановки диагноза [16].
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Другое клиническое исследование осущест-
влялось с участием пациентов с раком прямой 
кишки, в нём уровень L-Met снижали с помо-
щью o-rMETase и диеты с низким содержанием 
L-Met. Уровень карциноэмбрионального анти-
гена (CEA) был стабилен в течение 18 мес. после 
начала терапии. Пациенты регулярно прохо-
дили ректороманоскопию, при которой изме-
рялся размер опухоли (таблица). Согласно этим 
результатам, o-rMETase в качестве добавки к 
пище и диета с низким содержанием L-Met мо-
гут быть эффективны при раке толстой кишки с 
долгосрочной стабилизацией заболевания [15].

Ограничение L-Met при помощи o-rMETase 
каждые 6 ч в течение 6 мес. и диета с низким со-
держанием L-Met показали взаимоусиливаю-
щий эффект в комбинации с доксорубицином 
и циклофосфамидом, которые применялись 
первые 3 мес., затем с доцетакселом в течение 
последующих 3  мес., что привело к полному 
ответу, который ожидается менее чем у 10% 
пациентов с инвазивной дольковой карцино-
мой молочных желез, получающих только нео-
адъювантную химиотерапию. Уровень СЕА в 
крови и компьютерная томография использо-
вались для отслеживания развития заболева-
ния, а полный ответ был продемонстрирован с 
помощью METPET через 6 мес., когда терапия 
была завершена (таблица) [17].

Ни в одном клиническом исследовании не 
было выявлено выраженной токсичности или 
побочных эффектов после длительного перио-
да лечения с o-rMETase в виде добавки в дозе 
500  единиц в день, разделённой на две пер-
оральные дозы по 250  единиц. Эти результа-
ты предполагают, что использование METase 
может быть безопасной и эффективной стра-
тегией снижения уровней циркулирующего и 
внутриклеточного L-Met без изменения дие-
ты, тем самым ускоряя клиническое примене-
ние ограничения L-Met.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Из описанного выше можно сделать вывод, 
что o-rMETase является важным дополнением 

в лечении пациентов с различными видами 
злокачественных новообразований. Благодаря 
отсутствию у o-rMETase поздних побочных эф-
фектов и токсичности она становится идеаль-
ным агентом для стратегии комбинированной 
терапии поздних стадий рака. С наступлением 
эры o-rMETase иммуногенные осложнения, 
связанные со способом введения нативных 
форм фермента (внутривенные инъекции) и 
необходимостью частого введения, судя по 
всему, были устранены. Новые технологии сде-
лали возможным проведение обширных фар-
макокинетических и фармакодинамических 
исследований o-rMETase, что даёт возмож-
ность разработать более эффективный режим 
дозирования препарата для клинического 
применения. Наилучшие результаты, по-ви-
димому, достигаются посредством фармако-
логически направленной и индивидуальной 
терапевтической стратегии. Можно надеяться 
на скорую разработку деталей такой стратегии, 
что даст возможность полностью реализовать 
потенциал rMETase в клинической практике. 
Наконец, выявление L-Met-зависимых био-
маркеров опухолей, таких как важные эпигене-
тические признаки, и более глубокое понима-
ние клеточного ответа на ограничение L-Met 
в опухолевых клетках могут дать более эффек-
тивные методы борьбы с раком за счёт его уни-
кальной метаболической уязвимости.
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All types of cancer are addicted to methionine, which is known as the “Hoffman effect”. Restricting me-
thionine inhibits the growth and proliferation of all tested types of cancer cells, while normal cells are unaf-
fected. Methionine addiction is targeted with methioninase (METase), which has been shown to be effective 
and safe as a therapy for all types of cancer cells and animal cancer models, either alone or in combination 
with common cancer medications. Approximately six years ago, researchers developed a rMETase that may 
be taken orally as a supplement and has resulted in anecdotal positive results in patients with advanced can-
cer. Currently, there are 8 clinical studies on METase, including 2 from the 1990s and 6 more recent ones. 
This review focuses on the clinical studies of METase-mediated methionine restriction, specifically the oral 
dosage form of rMETase as a supplement alone or in combination with common chemotherapeutic agents 
in the treatment of patients with advanced cancer.

Keywords: methionine addiction, methionine γ-lyase, oral methioninase, Hoffman effect, clinical study, methionine 
restriction, methionine-degrading enzyme
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Флуоресцентные красители находят широкое применение в гистологических исследованиях и 
в интраоперационной хирургии, в том числе против такого заболевания как рак предстательной 
железы (РПЖ), который на сегодняшний день является одним из самых распространённых видов 
онкологических новообразований среди мужчин. Адресная доставка флуоресцентных конъюгатов 
позволяет в значительной степени повысить эффективность диагностики и своевременно поста-
вить правильный диагноз. В случае РПЖ белком-маркером является простатический специфиче-
ский мембранный антиген (ПСМА). На сегодняшний день большое количество диагностических 
конъюгатов, направленных на  ПСМА, создаётся на основе модифицированных мочевин. Обзор 
посвящён узконаправленным конъюгатам, селективно связывающимся с  ПСМА, и отвечает на 
актуальные вопросы. Какие флуоресцентные красители уже используются в области РПЖ-диагно-
стики? Какие факторы влияют на соотношение структура–активность конечной молекулы? На что 
стоит обратить внимание при выборе флуоресцентной метки для создания новых диагностических 
конъюгатов? И что можно предложить в данной области на сегодняшний день?

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рак предстательной железы, простатический специфический мембранный антиген, 
ПСМА, флуоресцентные красители, адресная доставка.

DOI: 10.31857/S0320972523070084, EDN: FXJIKB

Принятые сокращения: РПЖ – рак предстательной железы; ПСМА – простатический специфический мембранный 
антиген; DCL/ACUPA – N-[N-[(S)-1,3-дикарбоксипропил]карбамоил]-(S)-l-лизин; DOTA – додекантетрауксусная кис-
лота; DUPA – 2-[3-(1,3-дикарбоксипропил)уреидо]-пентадионовая кислота; MAG3 – меркаптоацетилтриглицин.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на значительные успехи совре-
менной науки в борьбе с онкологическими 
заболеваниями, рак до сих пор является одной 
из основных социально значимых проблем 
здравоохранения. Разработана большая пали-
тра методов лечения и диагностики злокаче-
ственных новообразований: химиотерапия (в 
том числе адресно-направленная), иммуно-
терапия, диагностика и терапия с помощью 

радиофармпрепаратов, гистологические иссле-
дования (биопсия), хирургическое вмешатель-
ство (трансплантация костного мозга, интра-
операционная хирургия) и  т.д. Гистологиче-
ские исследования являются важнейшим ме-
тодом диагностики, который позволяет точно 
установить природу тех или иных тканей. За-
частую постановка диагноза осуществляется 
именно на основании данного типа исследова-
ния. Разрабатывая эффективные, а главное до-
ступные препараты-красители онкологических 
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маркеров, мы можем ускорить и повысить 
пропускную способность, точность и надеж-
ность данного метода. Высокоселективные 
флуоресцентные конъюгаты имеют решающее 
значение и для интраоперационной хирургии. 
При синтезе новых конъюгатов, направленных 
на простатический специфический мембран-
ный антиген  (ПСМА), исследователю важно 
понимать, какие флуоресцентные красители 
уже были использованы для данной цели; что 
важно учитывать с точки зрения фармакоки-
нетики конъюгатов; на какие физико-хими-
ческие свойства флуоресцентных меток стоит 
обратить внимание и как они могут сказаться 
на биологической активности всей молекулы; 
какие синтетические подходы лучше всего 
себя зарекомендовали, а также какие новые 
актуальные направления можно предложить, 
опираясь на исследования последних 5  лет. 
Цель обзора – помочь исследователю ответить 
на данные вопросы.

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ КОНЪЮГАТЫ 
НА ОСНОВЕ ЛИГАНДОВ 

ПРОСТАТИЧЕСКОГО СПЕЦИФИЧЕСКОГО 
МЕМБРАННОГО АНТИГЕНА

В силу того, что современные методы оп-
тической визуализации не позволяют в полной 
мере идентифицировать изменения в тканях 
из-за невысокой проникающей способности 
видимого излучения, при амбулаторной диа-
гностике используется, как правило, ПЭТ/КТ 
с соответствующими контрастными реаген-
тами, содержащими радионуклидные метки. 
Однако использование радиофармпрепаратов 
для интраоперационной хирургии представля-
ет ряд сложностей. Они связаны с получением, 
хранением и временем жизни радионуклидов, 
а также с продуктами их распада. Альтернатив-
ным методом визуализации злокачественных 
новообразований стало использование флуо-
ресцентных красителей  [1]. Преимуществами 
данных соединений являются: длительность 
хранения, скорость обнаружения, отсутствие 
радиоактивности, и, следовательно, не проис-
ходит облучения как пациента, так и персона-
ла  [2]. Тем не менее при создании диагности-
ческих конъюгатов на основе флуоресцентных 
красителей необходимо соблюдать диапазон 
окон прозрачности биологических тканей, 
чтобы избежать влияния их автофлуоресцен-
ции и поглощения самой тканью  [3]. Опти-
мальными длинами волн как испускания, так и 
поглощения являются 2 интервала: 700–900 нм 
(первое окно ближнего инфракрасного диапа-

зона в биологической ткани,  NIR-I) и 1000–
1350  нм (второе окно прозрачности). К  боль-
шому сожалению, автофлуоресценция сильно 
ограничивает область применения флуорес-
центных красителей, и если при гистологии и 
исследованиях in  vivo на мелких грызунах их 
использование не вызывает сложностей, то 
ввиду значительного объёма человеческих тка-
ней диагностика пациентов на сегодняшний 
день осуществляется, как правило, с использо-
ванием радиофармпрепаратов.

Согласно современной статистике по он-
кологическим заболеваниям среди мужчин, 
рак предстательной железы  (РПЖ) находится 
на втором месте после рака лёгких [4]. Одним 
из белковых маркеров данного заболевания 
является ПСМА. Высокая экспрессия данного 
белка в злокачественных новообразованиях 
предстательной железы сделали его хорошей 
мишенью для направленной доставки биоло-
гически активных органических соединений.

В настоящее время существует два основ-
ных класса лигандов ПСМА: аналоги субстрата 
и аналоги переходного состояния. Аналогами 
переходного состояния являются фосфиновые 
кислоты (например, 2-(фосфонометил)-пента-
дионовая кислота (2-PMPA))  [5], и тиолы (на-
пример, 2-(3-меркаптопропил)-пентадионовая 
кислота (2-MPPA))  [6]. Ожидаемо, что пер-
вые диагностические конъюгаты с флуорес-
центными агентами представлены на осно-
ве лигандов-векторов различного типа: как 
на основе аналогов переходного состояния, 
так и на основе аналогов субстрата. Послед-
ние представляют собой различные типы 
мочевины, но наибольшее распространение 
получили 2-[3-(1,3-дикарбоксипропил)уреидо]-
пентадионовая кислота  (DUPA) и N-[N-[(S)-
1,3-дикарбоксипропил]карбамоил]-(S)-l-лизин 
(DCL)  [7, 8]. С дальнейшим развитием векто-
ров на основе мочевины и доказательств того, 
что такие лиганды обладают преимуществами 
перед лигандами-аналогами переходного со-
стояния, стало синтезироваться большое ко-
личество конъюгатов на основе векторов ана-
логов субстрата. Преимущества обусловлены 
в основном фармакокинетическим профилем 
в условиях in vivo. Применение конъюгатов на 
основе аналогов переходного состояния требо-
вало, как правило, очень больших доз (в силу 
недостаточной селективности), что вызывало 
опасения относительно побочных эффектов, в 
том числе связанных с иммунной системой [9]. 
DUPA и DCL стали самыми известными среди 
аналогов субстрата благодаря своей высокой 
специфичности к ПСМА. Попытки оптимизи-
ровать структуру путём замены аминокислот, 
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образующих мочевину, как правило, не приво-
дило к «сверхаффинности». Например, замена 
лизина в структуре  DCL на фрагмент диами-
нопимелиновой кислоты приводит к резкому 
ухудшению показателей аффинности [10].

Из большого разнообразия флуоресцент-
ных красителей для создания конъюгатов 
против  РПЖ чаще всего используются такие 
классы, как карбоцианины  (Cy5, Cy7 и  др.), 
флуоресцеины (FITC, FAM, FAM-5 и др.) и их 
аналоги. Главными требованиями к флуорес-
центным меткам являются: удобный диапазон 
детектирования (видимый спектр), метаболи-
ческая стабильность, отсутствие токсичности. 
Их  слабым местом, как и многих диагности-
ческих и терапевтических агентов, является 
специфичность на тот или иной тип ткани. 
Попадая в кровоток, будучи немодифициро-
ванными, такие вещества, как правило, либо 
быстро вымываются почками, либо распре-
деляются по всему организму, не проявляя 
какой-либо специфичности. Конъюгирование 
диагностических агентов с векторными моле-
кулами, направленными на простатический 
специфический мембранный антиген, даёт 
возможность получить эффективное средство 
визуализации РПЖ, а также некоторых других 
видов онкологии и их метастазов.

В данном обзоре термином «моноконъю-
гат» называются структуры, которые несут в 
себе по одному лиганду  ПСМА и диагности-
ческому агенту. Эти две основные части могут 
быть связаны между собой линкером, который, 
однако, может и полностью отсутствовать [11].

Активный центр ПСМА представляет со-
бой два атома  цинка, к которым ведёт ворон-
кообразный туннель с различными гидро-
фобными или гидрофильными субкарманами. 
Если биологически активная молекула имеет 
небольшой размер, то, будучи соединённой с 
вектором, она (в  составе конъюгата) без про-
блем войдёт в воронкообразную структуру бел-
ка, где дальше произойдёт связывание и по-
глощение конъюгата клеткой путём рецептор-
опосредованного эндоцитоза. Однако если струк-
тура диагностической метки массивная и раз-
ветвлённая, то при недостаточном расстоянии 
между ней и вектором возникнут стерические 
затруднения, которые не позволят вектору 
достигнуть активного центра, и вместо погло-
щения клеткой будет происходить вымывание 
конъюгата из тканей.

Чтобы лучше проследить динамику разви-
тия рассматриваемых соединений, остановим-
ся на более ранних конъюгатах, полученных с 
использованием ингибиторов переходного со-
стояния  [12, 13]. В  качестве векторной систе-

мы был взят лиганд  GPI (2-[((3-амино-3-кар-
боксипропил)(гидрокси)фосфинил)-метил]
пентан-1,5-дионовая кислота) с показателем 
Ki = 9 нМ. Авторы отмечают резкое возраста-
ние аффинности после конъюгирования инги-
битора с флуоресцентной меткой до 0,4  нМ. 
Данный эффект следует объяснить следующим 
образом: как только конъюгат попадает в целе-
вой белок, ингибитор GPI связывается с ним 
в активном центре. Флуоресцентная же часть, 
представленная  IRDye78, остаётся и взаимо-
действует с субкарманами воронкообразного 
туннеля, тем самым обеспечивая дополнитель-
ную аффинность к  ПСМА  (рис.  1,  а). Чтобы 
проверить это, авторы статьи провели исследо-
вание накопления немодифицированной мет-
ки. Ki  в данном случае составило 500  нМ, что 
позволяет говорить о некотором неспецифиче-
ском накоплении. Стоит понимать, что струк-
тура красителя при этом всё равно является 
достаточно разветвлённой и массивной, и то, 
что в одном случае его молекула смогла про-
никнуть в белок-мишень, не гарантирует, что 
при незначительном изменении структуры 
будут достигнуты такие же высокие показате-
ли связывания. Действительно, при проверке 
авторами других красителей наблюдалось сле-
дующее: чем меньше в структуре метки суль-
фогрупп, тем больше падала активность. Это 
показывает, что флуоресцентный краситель 
может выполнять две функции одновременно: 
обеспечивать визуализацию и повышать срод-
ство конъюгата к  ПСМА за счёт взаимодей-
ствия с ним.

Стоит отметить, что и немодифицирован-
ные флуоресцентные лиганды показывают 
весьма средние значения аффинности. Хоро-
шая селективность конъюгатов относительно 
ПСМА-экспрессирующих клеток доказывает, 
что связывание обеспечивается и за счёт актив-
ной молекулы  [14, 15]. Например, константа 
ингибирования для Cys-C(O)-Glu составляет 
376 ± 195 нМ, а для 800CW-SCE она составляет 
13,2 ± 2,35 нМ (рис. 1, б). Чем больше участков 
взаимодействия с активным центром ПСМА и 
ведущим к нему туннелю, тем большую эффек-
тивность стоит ожидать от конъюгатов.

Основываясь на данном наблюдении, бы-
ли разработаны флуоресцентные красители, 
чувствительные к своему молекулярному окру-
жению – молекулярные роторы [16, 17]. Такие 
структуры, будучи в несвязанном состоянии, 
не являются флуорофорами. Взаимодействуя 
с аминокислотными остатками, которые вы-
стилают входную воронку  ПСМА, меняется 
пространственное положение молекулярного 
ротора, что переводит его во флуоресцентную 
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форму  [18]. Такой пример мы можем видеть в 
недавней работе Zhang et al. [19], где в качестве 
лиганда была взята мочевина DCL, а в качестве 
действующих агентов взяты метки ODAP-436, 
ODAP-490 и Glu-490  (рис.  2). Изучение внут-
римолекулярных взаимодействий показало, 
что связывание лиганда мочевины с активным 
центром  ПСМА происходит согласно изучен-
ному механизму и не подвергается влиянию со 
стороны остальной части конъюгата. Актива-
ция ротора (вращения связей флуорофора под 
влиянием молекулярного окружения) проис-
ходит в непосредственной близости от актив-
ного центра, нитрильная группа ложится в 
глубокий карман, находящийся там, и отно-
сительно жёстко фиксирует молекулу во флуо-
ресцирующем состоянии.

Главным преимуществом таких конъюга-
тов является то, что флуоресценция активиру-
ется только после связывания с белком-мише-
нью, и это даёт очень высокую контрастность 
визуализации за счёт увеличения разницы 
между фоновым накоплением метки в организ-
ме и злокачественным новообразованием. По-
мимо этого, соединения показывают очень вы-
сокую аффинность (63–118  пМ) на клеточных 
линиях LNCaP (ПСМА ++) и 22Rv1 (ПСМА +). 
Однако имеются сложности в фармакологи-
ческом профиле in  vivo, так как основное на-
копление происходило в почках или печени. 
В  настоящее время ведутся исследования по 
решению данной проблемы. Трудности в био-
доступности конъюгатов на основе антител 
могут быть обусловлены их разложением под 
действием различных протеаз, ответом иммун-
ной системы и  т.д. Возможно, авторам таких 
роторных флуоресцентных меток следует по-

менять антитело на низкомолекулярный век-
тор. Помимо хорошей устойчивости in  vivo, 
низкомолекулярные лиганды обладают рядом 
других преимуществ. При сопоставимой с ан-
тителами аффинности их проще получить син-
тетически, такие синтезы можно масштабиро-
вать, при этом производство таких препаратов 
будет дешевле.

Вообще, система активации флуоресцент-
ных меток непосредственно в опухолевых тка-
нях активно набирает популярность. Интерес 
представляет работа 2022  года по получению 
флуоресцентных меток, производных родами-
на, которые активируются УФ-излучением уже 
непосредственно в опухолевых тканях  [20]. 
Флуоресценция возникает в ходе радикально го 
механизма: флуоресцентно неактивный ксан-
тон преобразуется в четырёхчленный цикл. 
Донором радикалов выступает фрагмент ди-
арилкетона, а акцептором  – фрагмент стиро-
ла. Данные структуры позволяют проводить 
многочисленные модификации, причём неко-
торые из них значительно улучшают фотохи-
мические свойства. Например, для некоторых 
соединений квантовый выход составляет 0,92. 
В  работе проведены значительные исследова-
ния визуализации, начиная с изучения накоп-
ления в органеллах клетки (тубулиновые тру-
бочки, митохондрии и лизосомы), заканчивая 
конъюгированием с векторными молекулами 
для селективного накопления в определён-
ных клеточных линиях. Например, проводи-
ли исследование аффинности на клеточной 
линии  U2OS (эпителиальные клетки остео-
саркомы костей человека) конъюгатами ме-
ток  PaX560 с самомаркирующимися белко-
выми метками  HaloTag. Результаты показали 

Рис. 1. Примеры структур флуоресцентных конъюгатов. а  –  Структура конъюгата  GPI-78; б  –  cтруктура конъюгата 
800CW-SCE: лиганды ПСМА выделены чёрным цветом, линкеры – зелёным, флуоресцентные метки – синим
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Рис. 2. Примеры флуоресцентных меток, способных переходить во флуоресцентное состояние под воздействием раз-
личных факторов. а  –  Схема работы молекулярных роторов при взаимодействии с  ПСМА: 1  –  конъюгат, не всту-
пивший во взаимодействие с белком-мишенью, флуоресценция отсутствует; 2  –  конъюгат, связанный с белком-
мишенью, окружение белка меняет конфигурацию соединения, переводя его в состояние активной флуоресценции. 
б – Схема перехода ксантона (PaX) в активную циклическую форму по радикальному механизму. Флуоресцирующие 
формы выделены синим цветом

большую селективность и хорошее разреше-
ние получаемой визуализации. Такие флуорес-
центные фотоактивируемые метки очень инте-
ресны и имеют большой потенциал. Авторы 
статьи синтезировали несколько NHS-эфи-
ров PaX-производных, что даёт возможность 
сконъюгировать их с ПСМА-направленными 
мочевинами, чего не было проделано в данном 
исследовании. Тем не менее создание конъю-
гатов PSMA-PaX является многообещающей 
задачей. Опираясь на уже проведённые иссле-
дования, стоит предположить, что введение 
таких меток в структуру конъюгатов  ПСМА 
лучше осуществлять через пептидный линкер. 
Так как структура флуорофора под действием 
УФ-света изменяется, это может сильно ска-
заться на аффинность к белку, и если он уже 
внутри туннеля, то, возможно, эти изменения 
приведут к изменению аффинности. Имеет 
смысл провести моделирование и расчёты 
перед синтезом, чтобы лучше спланировать 
структуру таких конъюгатов. Так как на плат-
форме ПСМА-векторов возможно создавать и 
бимодальные конъюгаты, с PaX-метками мож-
но создавать двойные конъюгаты со стандарт-
ными флуоресцентными красителями, имею-
щими сходные спектральные свойства. Таким 
образом, можно достичь усиления сигнала 
и снизить влияние обесцвечивания, которое 
происходит со «всегда активными» красите-
лями.

Итак, мы видим, что конъюгирование мо-
жет привести как к так называемой «синергии» 
со стороны биологической активности, так и к 
абсолютно обратному эффекту. В  лучшем слу-
чае мы получим биологическую активность 
конъюгата, сопоставимую с немодифицирован-
ным ингибитором. В худшем – мы можем полу-
чить полностью биологически неактивную мо-
лекулу, несмотря на то что до конъюгирования 
исходные составляющие показывали высокие 
показатели аффинности. В связи с этим другой 
эффективной стратегией будет введение лин-
кера между векторной молекулой и красителем. 
Доказано, что конъюгаты такой структуры дают 
больше возможностей для применения и моди-
фикаций. Получив высокоаффинный к белку-
мишени тандем, векторная молекула–линкер, 
можно легко менять биологически активную 
компоненту. И,  например, после успешной ви-
зуализации, создать конъюгат с такой же адрес-
ной системой доставки, но уже с терапевтиче-
ским агентом. Безусловно, в фармакокинети-
ческих свойствах между диагностическими и 
терапевтическими конъюгатами будут наблю-
даться некоторые отличия, тем не менее высо-
коаффинная платформа намного ускорит полу-
чение новой эффективной химиотерапии.

В синтетическом плане реализация таких 
структур не представляет большой сложности. 
Многие флуоресцентные красители весьма 
просто модифицировать алифатическими це-
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почками с различными функциональными груп-
пами, удобными для последующих реакций 
конъюгирования, например, путём клик-ре-
акций азид-алкинового циклоприсоединения, 
реакций пептидного синтеза и  др. При этом 
модификации практически абсолютно не ска-
зываются на флуоресцентных характеристиках 
красителя (длина волны поглощения, длина 
волны эмиссии, Стоксов сдвиг и  др.), но не 
стоит забывать о физико-химических свойствах, 
например, водорастворимости. Она является 
важнейшим критерием препаратов, потому 
что от неё зависит биодоступность веществ; 
оптимальная концентрация, вводимая в кро-
воток и  др. Чтобы проходить через клеточ-
ные мембраны, конъюгат должен быть отно-
сительно неполярным, однако, чтобы хорошо 
растворяться в воде, в то же время конъюгат 
должен содержать в своём составе полярные 

фрагменты. Оптимальный баланс полярности 
и растворимости является обязательным усло-
вием при создании новых биологически актив-
ных агентов. В  настоящий момент большая 
палитра модифицированных для различных 
синтетических схем красителей является ком-
мерчески доступной.

Рассматривая лиганды-векторы, направлен-
ные на РПЖ, можно отметить, что здесь также 
за последние 20 лет были достигнуты большие 
успехи. Синтетические подходы многогранны, 
их можно разделить на классический синтез 
в растворе и методы твердофазного синтеза. 
Последний набирает всё большую и большую 
популярность, так как позволяет значительно 
экономить время, уменьшать количество по-
бочных продуктов, что немаловажно, учиты-
вая высокие требования к чистоте конъюгатов 
для биологических испытаний.

Рис. 3. Примеры флуоресцентных конъюгатов. а – Структура конъюгата DCL–IRDye800CW. б – Структуры конъю-
гатов на основе векторной молекулы DUPA  (чёрный) с флуоресцентными красителями  IRDye800 и Cy5.5  (синий). 
Лиганд ПСМА выделен чёрным цветом, флуоресцентная метка – синим
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Тем не менее не стоит вычёркивать из 
практики классический пептидный синтез в 
растворе. К его преимуществам можно отнести 
возможность контроля на промежуточных ста-
диях синтеза, реактивы в этом методе расходу-
ются меньше, при этом, как правило, являют-
ся более коммерчески доступными. Помимо 
этого, в данном случае намного легче провести 
масштабирование синтеза.

Таким образом, можно подвести следую-
щий итог относительно планирования синтеза 
ПСМА-лигандов. Если перед исследователем 
стоит задача получить большую библиотеку, 
представляющую собой варьирование того или 
иного элемента структуры, то предпочтитель-
нее остановиться именно на твердофазных ме-
тодах синтеза. Это позволит получить целевые 
соединения быстро, эффективно и в доста-
точном количестве для физико-химического 
анализа и биологических испытаний. Если же 
цель заключается в масштабировании и нара-
ботке нескольких заданных структур, то в этом 
случае более целесообразно выбрать классиче-
ский пептидный синтез в растворе.

В обоих случаях синтез превращается в 
своего рода «конструктор», позволяющий со-
бирать довольно массивные молекулы. Напри-
мер, можно получить не просто направленную 
молекулу мочевины, а лиганд с уже присоеди-
нённой линкерной структурой, которую мож-
но менять и корректировать, ограничиваясь 
только возможностями пептидного синтеза.

Первые линкеры в структурах ПСМА-ли-
гандов представляли собой алифатические це-
почки, которые выполняли исключительно 
функцию «моста». Флуоресцентный конъюгат 
с меткой  IRD был получен в научно-исследо-
вательской группе Chen  et  al.  [21] (рис.  3,  а). 
Конъюгат на основе ингибитора мочеви-
ны DCL и метки IRDye800CW получили клас-
сическим синтезом через NHS-эфиры.

Исследование in vitro и in vivo (модели ксе-
нотрансплантантов на мышах) проводили на 
2  клеточных линиях: PC-3-PIP (ПСМА  +) и 
PC-3 (ПСМА  –). Высокое накопление флуо-
ресцентного сигнала в почках свидетельствует 
о выведении конъюгата через мочу. Также сто-
ит отметить, что большое влияние оказывает 
подбор дозирования в условиях in  vivo. Пре-
вышение дозы может приводить к неспеци-
фическому окрашиванию ввиду естественного 
распределения препарата по кровяному руслу 
и тканям, в то время как доза должна быть по-
добрана так, чтобы сигнал от флуоресценции 
накапливался исключительно в экспрессирую-
щих тканях в достаточных для детектирования 
количествах, а несвязанный препарат в кровя-

ном русле и тканях не превышал фоновых зна-
чений.

Тем не менее, опираясь на всё более по-
дробные данные о строении  ПСМА, а также 
уже имея представление о том, что сами флуо-
ресцентные метки оказывают дополнительное 
взаимодействие, оставлять просто алифати-
ческий фрагмент в воронкообразном участке 
ПСМА является нецелесообразным. Введение 
ароматических или отрицательно заряженных 
групп в туннель перед активным центром улуч-
шает аффинность, а значит имеет смысл вве-
сти их и в структуру линкера.

В качестве хорошего примера стоит рас-
смотреть работу, в которой были получены 
конъюгаты с метками IRDye800 (1) и Cy5.5 (2) 
(рис.  3,  б). В  основу лиганда легла мочевина 
DUPA, которую модифицировали циклогекси-
новым фрагментом с последующим введением 
трипептидной цепочки [22].

Лучшую аффинность показал конъюгат 1 с 
флуоресцентной меткой  IRDye800, у которого 
значение IC50 составило 1,53 ± 0,14 нМ. Одна-
ко и конъюгат 2 с меткой Cy5.5 показал высо-
кую аффинность (IC50 = 2,07 ± 0,13 нМ). Это 
показывает, что лиганд с трипептидным лин-
кером хорошо связывается с активным цен-
тром  ПСМА, и полученные конъюгаты могут 
быть взяты на испытания in vivo. Исследования 
проводились на мышах с привитыми ксено-
графтами ПСМА положительных (PC-3-PIP) 
и отрицательных (PC-3-FLU) линий. Как 
конъюгат 1, так и конъюгат 2 показали отлич-
ную селективность связывания с ПСМА-поло-
жительными опухолями PC-3-PIP с более чем 
10-кратной разницей накопления между опу-
холями PC-3-PIP и PC-3-FLU. Из-за разницы 
в полярности (IRDe800 содержит на 4  отри-
цательно заряженные сульфогруппы больше, 
чем Cy5.5) препараты имеют разный фармако-
кинетический профиль. Максимальная кон-
центрация в опухоли PC-3-PIP конъюгата 1 
достигается через 4  часа после введения, в то 
время для конъюгата 2 – через 24 часа. Выведе-
ние обоих конъюгатов происходит через почки. 
Конъюгат 1 с флуоресцентной меткой IRDye800 
довольно быстро вымывался из опухоли  – за 
24–120  часов. В  отличие от этого, конъюгат 2 
с флуоресцентной меткой  Cy5.5 остаётся свя-
занным с опухолью довольно продолжитель-
ное время и практически не изменяется в тече-
ние 5 дней после введения. Связано это может 
быть с различной липофильностью меток, 
обусловленной количеством сульфоксильных 
групп. Снижение липофильности в данном 
случае улучшает фармакокинетический про-
филь. Подтверждали высокую специфичность 
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с помощью эксперимента с введением конъю-
гатов и 100-кратной дозы высокоаффинно-
го конъюгата ПСМА ZJ-MCC-Ahx-YYYG  [23]. 
В  результате в обоих случаях практически не 
наблюдалось визуализации опухолевых тка-
ней, а основное накопление флуоресцентных 
меток происходило в мочевом пузыре мышей. 
Мы видим, что для обеих структур значения 
IC50 сопоставимы и находятся в наномолярных 
пределах.

Варьирование флуоресцентных меток име-
ет важное значение, оно помогает использо-
вать более широкую палитру красителей с раз-
личными физико-химическими свойствами, а, 
соответственно, расширяется и область при-
менения. В  целом, подход, который заключа-
ется в создании селективной к  ПСМА базы с 
последующим применением разных флуорес-
центных меток, можно видеть во многих дру-
гих работах, что подтверждает его удобство. 
Отдельное место здесь занимают клик-реак-
ции. Реакция азид-алкинового циклоприсо-
единения, катализируемая солями меди  (I) 
обладает рядом преимуществ, такими как: 
высокая селективность затрагиваемых групп, 
простота в реализации, хорошие выходы ре-
акций [24, 25].

С помощью данного синтетического под-
хода на основе модифицированной арома-
тическим фрагментом при атоме азота ли-
зина мочевины была создана серия конъюга-
тов с флуоресцентными метками Sulfo-Cy5, 

Sulfo-Cy7 и FAM-5  (рис.  4). Чтобы улучшить 
аффинность за счёт взаимодействия с ворон-
кообразным туннелем, в структуру линкера 
были введены дипептидные фрагменты на ос-
нове фенилаланина и тирозина [26]. Без флуо-
ресцентной нагрузки лиганды показывают на-
номолярные значения активности в пределах 
1–5  нМ  [27]. Благодаря своим спектральным 
характеристикам (длины волн поглощения: 
λmax FAM-5 = 490 нм и λmax Sulfo-Cy5 = 646 нм) 
PSMA-SulfoCy5 имеет больший потенциал при 
использовании в качестве визуализирующего 
агента. Обусловлено это ограничениями, воз-
никающими из-за прозрачности тканей для 
видимого света. Sulfo-Cy5 имеет максимум по-
глощения при 646  нм и расположен на краю 
окна NIR-I (первое окно ближнего инфра-
красного диапазона в биологической ткани  – 
700–900 нм) [28].

Исследование проводили методом проточ-
ной цитофлуориметрии на 3  клеточных ли-
ниях 22Rv1  (ПСМА  +), LNCaP  (ПСМА  ++) 
и PC-3  (ПСМА  –). Для конъюгата L-Phe-L-
Tyr–FAM-5 результаты были следующими: 
для клеточной линии  LNCaP 83,8%  клеток 
несли флуоресцентный сигнал; 22Rv1  были 
окрашены на  14,4%; наименьшее количество 
флуоресцентного сигнала несли клетки PC-3 – 
7,6%. Для того чтобы подтвердить, что низ-
кое накопление конъюгата на клеточной линии 
22Rv1 связано с низкой экспрессией ПСМА 
в самих клетках, был проведён эксперимент по 

Рис. 4. Общая схема структуры флуоресцентных конъюгатов, полученных через реакцию азид-алкинового циклопри-
соединения на основе векторной молекулы DCL  (чёрный), линкером  (зелёный) и флуоресцентными красителями 
FAM-5, Sulfo-Cy5, Sulfo-Cy7 (синий)
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Рис. 5. Структура флуоресцентного конъюгата  OTL7819, лиганд выделен чёрным цветом, линкер  –  зелёным, флуо-
ресцентный краситель – синим

методике «блокирования». Для этого клеточ-
ные линии предварительно инкубировали в 
течение часа с лигандом L-Phe-L-Tyr, на осно-
ве которого были получены конъюгаты, но без 
флуоресцентной метки, с целью связать актив-
ные центры  ПСМА. В  результате накопление 
в клеточных линиях снизилось, особенно это 
заметно на ПСМА-положительной линии с 
высокой экспрессией  – LNCaP. Таким обра-
зом, подтверждается, что окрашивание кле-
ток происходит за счёт связывания конъюга-
тов с ПСМА. Полученные конъюгаты не были 
токсичны по отношению к клеточным лини-
ям  LNCaP и  PC-3, за исключением конъюгата 
L-Phe-L-Tyr-Sulfo-Cy7, значения цитотоксич-
ности которого составили 12,2 мкМ и 18,7 мкМ 
соответственно.

Для визуализации накопления флуорес-
центного сигнала полученных конъюгатов 
in  vivo была выбрана модель ксенотрансплан-
тантов на мышах  22Rv1 и  PC-3. В  течение 
первого часа после введения препарата досто-
верных отличий между поглощением ПСМА-
положительной и ПСМА-отрицательной опу-
холей не наблюдалось. Значительная разница 
стала наблюдаться по истечении 24 часов. Так 
как после введения большая часть конъюгата 
находилась в кровотоке, в первые часы наблю-
далось увеличение фонового сигнала, который 
постепенно снижался по мере накопления в 
тканях и выведения из организма почками с 
мочой. Таким образом, за 24 часа из организма 
выводится весь неспецифически связанный 

конъюгат. Поглощение наблюдалось только 
в тканях, экспрессирующих ПСМА, в част-
ности, в ксенотрансплантантах  22Rv1. В  этой 
области увеличение интенсивности сигнала 
происходило более чем в 2 раза.

Так как кожа и ткани активно поглощают 
свет, что приводит к ослаблению сигнала, в 
связи с этим дополнительно было проведено 
исследование ex  vivo. Такие условия прибли-
жены к условиям интраоперационной диагно-
стики при эксплоративной хирургии. Анализ 
поглощения ex  vivo показал ещё большую раз-
ницу в накоплении сигнала. Среднее поглоще-
ние конъюгата в опухолях 22Rv1 было в 14 ± 2 
раза выше, чем в опухолях PC-3.

Кроме того, стоит отметить, что в срав-
нении с недавно опубликованными работами 
была продемонстрирована хорошая визуали-
зация на клеточной линии  22Rv1 с обоими 
конъюгатами при значительно меньшей дозе 
введения  – 5  нмоль в  100  мкл (для конъюга-
та OTL7819 доза введения составляет 10 нмоль 
в 100 мкл) (рис. 5) [29].

Использование дипептидных цепочек на 
основе фенилаланина можно наблюдать и в 
других работах  (рис.  6). На  основе такого ли-
ганда была получена серия диагностических 
конъюгатов на основе лиганда мочевины 
DUPA и меток  DyLight680, IR800CW и  Alexa 
Fluor 647 [30].

Соединение DyLight680 показало аффин-
ность Ki  =  33  нМ, Alexa  Fluor  – 4,5  нМ, 
IR800CW  – 12  нМ. Примечательным данное 
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исследование делает то, что, помимо накоп-
ления в ПСМА-экспрессирущих ксенограф-
тах, авторы провели эксперимент с изуче-
нием метастазирования. Для этого мышам 
внутрисердечно вводились опухолевые клетки 
22Rv1 (ПСМА +), после чего мыши жили 4 не-
дели с зарождающимися опухолями. Затем про-
водили введение флуоресцентных конъюгатов, 
умерщвление и визуализацию. Лиганды пока-
зали хорошее накопление в метастазах, значе-
ния аффинности практически не изменялись 
при переходе от метки к метке, что говорит о 
том, что структура метки находится вне обла-
сти взаимодействия с белком-мишенью, и 
связывание хорошо обеспечивается вектор-
ной молекулой и линкером, а учитывая, что 
количество сульфоксильных групп в метках 
сопоставимо, нет большой разницы и в фар-
макокинетическом профиле. Таким способом, 
удалось визуализировать метастазы до 50  мкм 
с помощью камер высокого разрешения.

Помимо метастазов, ПСМА экспрессиру-
ется и в некоторых других случаях онкологиче-
ских заболеваний, в том числе раке молочной 
железы, колоректальном раке, папиллярной 
почечно-клеточной карциноме. Здесь стоит 
сказать, что другое название ПСМА  – глута-

маткарбоксипептидаза  II  (GCPII), и он при-
сутствует и в здоровых клетках, отвечая за 
метаболизм фолиевой кислоты и гидролиз 
N-ацетиласпартилглутамата. Также GCPII при-
сутствует в мозге и ЦНС, и в этом случае обо-
значается как N-ацетил-L-аспартил-L-глута-
матпептидаза  I (NAALADase  I). Повышение 
уровня ПСМА при перечисленных выше типах 
онкологии, как правило, предвещает более 
неблагоприятный прогноз и тяжёлое протека-
ние болезни. В  то же время ПСМА стано-
вится ещё одним маркером, к которому раз-
работано большое количество конъюгатов для 
визуализации и лечения, что может помочь 
таким пациентам. На  сегодняшний день по-
пытки визуализации ПСМА при не проста-
тическом раке были сделаны с применением 
радиофармацевтических конъюгатов, таких как 
[18F]-DCFPyL, [68Ga]-PSMA-HBED-CC, и др., 
в силу возможности применения ПЭТ/КТ  [31, 
32]. Но  для гистологических исследований и 
интраоперационной хирургии здесь также бо-
лее предпочтительны флуоресцентные конъю-
гаты, направленные на ПСМА.

Итак, конъюгаты с флуоресцентными кра-
сителями представляют собой большой пласт 
диагностических препаратов для визуализации 

Рис. 6. Структура конъюгатов на основе векторного фрагмента DUPA  (чёрный) и красителей DyLight680, 
Alexa Fluor 647 и IR800CW (синий) и полипептидного линкера (зелёный)
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Рис. 7. Структуры разветвлённых двойных конъюгатов с флуоресцентной меткой IRDye800CW (синий) и хелатирую-
щими агентами DOTA и MAG3 (красный) на основе мочевины DCL (чёрный). Линкер выделен зелёным цветом

РПЖ и его метастазов. Они обладают преи-
муществами относительно радиофармацевти-
ческих препаратов, незатруднительны в син-
тетическом плане и являются перспективной 
альтернативой конъюгатам с радионуклидами. 
На что ещё стоит обратить внимание при вы-
боре флуоресцентного красителя?

Помимо аффинности к белку-мишени ли-
ганда-вектора, эффективность флуоресцент-
ного конъюгата также определяется и другими 
физико-химическими показателями, например, 
квантовым выходом. Если данный параметр 
имеет высокое значение, то высокое накопле-
ние сигнала можно достичь не только за счёт 
связывания достаточного количества конъю-
гата с белком. В  идеализированных условиях 

значение квантового выхода должно стремить-
ся к 1, однако данный параметр сильно зависит 
от множества факторов: растворителя, темпе-
ратуры, pH, структуры молекулы. Конверсия 
внутренних колебаний флуорофора зависит 
от структуры: чем жёстче структура, тем выше 
квантовый выход. В  качестве примера можно 
привести пару флуоресцеина (квантовый вы-
ход равен  0,79) и фенолфталеина (квантовый 
выход равен 0,15), где структура первого соеди-
нения содержит на одну циклическую систему 
больше [33]. На другие факторы (температура, 
pH, растворители) в условиях биологических 
систем повлиять значительно труднее. На-
пример, безызлучательные процессы можно 
снизить за счёт перехода на дейтерированные 
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растворители или увеличения их вязкости. Вы-
сокие квантовые выходы можно достичь при 
экстремально низких температурах, при кото-
рых уже не протекают биологические процес-
сы. Также биологическая среда сильно огра-
ничивает интервал допустимых значений  pH. 
Таким образом, для увеличения показателей 
конъюгатов в плане квантового выхода и фото-
стабильности предпочтительнее брать флуо-
ресцентные структуры с жёстким структурным 
скелетом, содержащим прочные связи и/или 
несколько циклических систем.

Несколько слов стоит сказать о двойных 
конъюгатах, которые позволяют объединить 
в одну молекулу несколько фрагментов, вы-
полняющих разные функции. Использование 
конъюгатов двойного назначения в диагно-
стике признано обеспечить как радио-, так 
и флуоресцентную визуализацию, что может 
быть очень полезным при таком методе тера-
пии, как интраоперационная хирургия. Ис-
пользование бимодальных конъюгатов позво-
ляет проводить контроль опухоли на этапе 
диагностики, во время хирургического вмеша-
тельства, а также в постоперационный период. 
Применение в этом случае одного и того же 
диагностического селективного агента позво-
лит уменьшить количество побочных эффек-
тов, облегчить выбор врачом лекарственных 
препаратов для диагностики. Использование 
двойных конъюгатов с хелатирующим агентом 
и флуоресцентной меткой призвано помочь 
определить нахождение ПСМА-экспрессирую-
щих тканей после [18F]-ПЭТ.

Конструкция двойных конъюгатов, как 
правило, представлена двумя типами: развет-
влённые, где сочленение происходит за счёт 
линкера с несколькими связующими участ-
ками, и последовательные, в которых один из 
функциональных фрагментов выступает в ка-
честве элемента соединения для двух других, 
например, флуоресцентный краситель связан 
с векторной системой с одной стороны, а с 
другой – с биологически активной молекулой 
(например, хелатором). Как правило, такие 
конъюгаты представлены диагностическими 
агентами двух типов: направленные как на ра-
диодетектирование, так и на флуоресцентное 
накопление  [34]. Но  встречаются сочетания 
флуоресцентного красителя и терапевтическо-
го препарата  [11]. Флуоресцентный краситель 
в работе с диагностическими агентами двух 
типов представлен меткой IRDye800CW, хела-
тирование проводилось  DOTA или меркапто-
ацетилтриглицином (MAG3) (рис. 7).

Радиомечение полученных лигандов про-
водили 111In для конъюгатов с хелатором DOTA 

(радиоактивный выход составляет  93%) (N48 
и  N50) и 99mTc  – для конъюгатов с хелатором 
MAG3 (радиоактивный выход составляет  15–
69%). Авторам удалось доказать стабильность 
полученных конъюгатов в сыворотке крови че-
ловека. Использование MAG3 также приводит 
к увеличению липофильности, что может ска-
заться на поглощении, и существенно затруд-
няет синтез.

Наилучшую липофильность показали конъю-
гаты с дибензоциклооктеновой группой. Log D 
[99mTc]-N49 составил –2,4 по сравнению с –3,5 
для его эквивалента на основе NHS 99mTc-N51 
(p < 0,01). Log D [111In]-N48 (SPAAC – реакция, 
промотируемая напряжением) составил  –3,2 
по сравнению с  –4,4 для [111In]-PSMA-N50 
(NHS) (p < 0,001).

Исследование in  vitro проводили на кле-
точных линиях LS174T-PSMA (PSMA  +) и 
LS174T-WT (PSMA –). Все четыре лиганда по-
казали специфическое связывание, доказан-
ное экспериментом с предварительной блоки-
ровкой ПСМА с помощью избытка 2-PMPA. 
Однако накопление конъюгатов N48 и  N49 
(содержащих дибензоциклооктеновую группу) 
было весьма невысоким в сравнении с конъю-
гатами, полученными через NHS-эфиры: 3,9 ±
± 0,5%  – для [99mTc]-N49 и 8,9 ± 0,6%  – для 
[111In]-N48, по сравнению с NHS-конъюгирован-
ными вариантами; 22,9 ± 1,6% – для [99mTc]-N51 
и 17,2 ± 3,5%  – для [111In]-N50. В  качестве 
конъюгата сравнения был использован [111In]-
PSMA-617, накопление которого составило 
13,4  ±  3,5%. Но стоит отметить, что при этом 
для всех четырёх лигандов не наблюдалось 
неспецифического связывания. Тем не менее 
при конъюгировании с радиоактивной меткой 
стоит понимать, что свойства биологической 
активности могут поменяться. Более низкое 
сродство, чем у PSMA-617, авторы также свя-
зывают с более сложной структурой конъюга-
тов, которая приводит к большей интернали-
зации, что, впрочем, может поспособствовать 
увеличению времени удержания конъюгатов.

Результаты исследования in  vivo также по-
казывают специфическое поглощение ПСМА-
положительными клеточными линиями, сопо-
ставимое с конъюгатами сравнения PSMA-617, 
PSMA-I&T и PSMA-1007, о которых сообща-
ется в литературе. Поглощение вышеперечис-
ленных молекул варьируются от 5 до 13% ID/g 
(LNCaP, ½  часа после введения). Опухолевое 
поглощение N49 (9% ID/g) было в схожем ин-
тервале, а поглощение N48 (21%  ID/g) было, 
возможно, даже выше (LS174T-PSMA, 2  часа 
после введения). Стоит отметить, что в данной 
работе авторы использовали клеточную линию 
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Рис. 8. Структуры последовательных конъюгатов: а – лиганд мочевины DCL (чёрный) связан с хелатирующим аген-
том HBED-CC  (красный) и флуоресцентными метками FITC, Alexa  Fluor  488, IRDye800CW, DyLight800  (синий); 
б – лиганд мочевины DCL (чёрный) связан с флуоресцентной меткой Cy3 (синий) и фторидной ловушкой (розовый). 
Линкер выделен зелёным цветом

LS174T-PSMA, в отличие от описанных ранее 
в литературе для PSMA-617, PSMA-I&T и 
PSMA-1007 LNCaP. Тем не менее прямое срав-
нение ксенотрансплантатов LNCaP и LS174T-
PSMA не выявило существенных различий в 
поглощении трассера PSMA-I&T между этими 
моделями, что убедительно свидетельствует о 
том, что эффективность лигандов SPAAC на-
ходится в том же диапазоне, что и у клиниче-
ски доступных лигандов.

Разветвлённые конъюгаты представляют 
собой стерически весьма сложные структуры, 
что ввиду строения активного центра ПСМА 
может снизить проникновение таких конъю-
гатов в клетку. В  отличие от лекарственных 
препаратов, где закрытие той или иной функ-
циональной группы может привести к пол-
ной потере противоопухолевой активности, 
хелатирующие и флуоресцентные агенты пере-
носят модификации по свободным функцио-
нальным группам без значительных изменений 
спектральных свойств. Это открывает возмож-
ность для получения «линейных» конъюгатов, 

в которых активные вещества последовательно 
соединены между собой. Опять же стоит отме-
тить, что в данном случае флуоресцентная мет-
ка выступает ещё и в роли линкера, который 
может улучшать степень связывания конъю-
гата с ПСМА. Однако можно сделать и наобо-
рот: поставить хелатирующий агент в середине 
конъюгата, при этом он должен быть стериче-
ски доступным для белка-мишени.

Примеры таких конъюгатов получены в ра-
боте Baranski et al. [35]. Лиганд-вектор в структу-
ре представлен мочевиной DCL, далее в струк-
туру введён хелатирующий агент HBED-CC. 
Присоединение происходит по карбоксильным 
группам со стороны ароматических колец. Да-
лее идёт конъюгирование с флуоресцентны-
ми красителями различных типов: CC-FITC, 
Alexa  Fluor  488, IRDye800CW  (рис.  8,  а). В  ка-
честве лиганда сравнения был взят PSMA-11. 
Мечение проводили 68Ga, где радиоактивный 
выход для всех конъюгатов составил 99%.

Все конъюгаты показали сопоставимую 
аффинность с лигандом сравнения PSMA-11 

10
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в диапазоне 19–24 нМ. Это говорит о том, что 
хелатор HBED-CC не повышает аффинность 
конъюгата. Учитывая, что при мечении радио-
нуклидом его структура претерпевает измене-
ния и становится более объёмной, то, что аф-
финность не ухудшается относительно лиганда 
сравнения, является очень хорошим результа-
том. Мечение 68Ga принципиально не повлия-
ло на биологическую активность соединений. 
Селективность in  vitro проверялась на клеточ-
ной линии LNCaP.

Высокое поглощение опухолью наблюда-
лось и на испытаниях in  vivo. В  сравнении с 
ранее полученным конъюгатом, более высокое 
поглощение показывают конъюгаты мечен-
ных  68Ga с  FITC (10,86 ± 0,94%  ID/g; фактор: 
2,2; p < 0,05), IRDye800CW (13,66 ± 3,73% ID/g; 
фактор:  2,8; p < 0,05) и DyLight800 (15,62 ±
± 5,52%  ID/g; фактор:  3,2; p  <  0,05) против 
68Ga-PSMA-11 (4,89 ± 1,34% ID/g). В то же вре-
мя конъюгаты [68Ga]-Glu-urea-Lys-HBED-CC-
Alexa Fluor 488 показал аналогичное поглоще-
ние опухолью (9,12 ± 5,47% ID/g; фактор: 1,9; 
p  >  0,05). Выведение препаратов происходит 
через почки, также стандартно конъюгаты на-
капливались в экспрессирующей ПСМА селе-
зёнке мышей. Благодаря своей флуоресценции 
в ближней инфракрасной области для даль-
нейшего применения лучше всего подходят 
[68Ga]-Glu-urea-Lys-HBED-CC-IRDye800CW 
и [68Ga]-Glu-urea-Lys-HBED-CC-DyLight800. 
Чуть лучшее соотношение опухоль–орган для 
соответствующих органов показывает конъюгат 
с флуоресцентной меткой IRDye800CW ([68Ga]-
Glu-urea-Lys-HBED-CC-IRDye800CW).

Исходя из исследования накопления сиг-
нала установлено, что с течением времени наи-
большее снижение уровня сигнала происходит 
через 2  часа после инъекции с дальнейшим 
сохранением этого уровня до 6 часов, что гово-
рит о стабилизации поглощения конъюгата 
опу холью.

В другой работе были получены после-
довательные конъюгаты на основе мочевины 
DCL с флуоресцентными красителями Cy3 и 
c «фторидной ловушкой» (рис. 8, б) [36]. При-
соединение проводилось через карбоксиль-
ные группы флуоресцентной метки Sulfo-Cy3. 
Особенностью данной работы является то, что 
полученный конъюгат смог выйти на клиниче-
ские испытания на людях [37, 38].

Исследования на клеточных линиях PC3-
PIP (ПСМА  +) и PC-3 (ПСМА  –), проведён-
ные Kommidi  et  al.  [36], показали высокое 
сродство к простатическому специфическому 
мембранному антигену методами проточной 
цитометрии и флуоресцентной микроскопии. 

Второй метод подтверждает мембранное на-
копление конъюгата во внеклеточном домене 
целевого белка. С  помощью проточной цито-
флуориметрии установлено сродство полу-
ченного конъюгата со значением EC50 = 6,74 ± 
± 1,33 нМ.

Исследования на ксенотрансплантан-
тах мышей PC3-PIP и PC-3 в условиях ex vivo 
с помощью γ-сцинсцилляторного счётчика 
подтвердили относительную селективность в 
опухолевой ткани и позволили качественно 
определить накопление в органах и тканях. 
Помимо этого, накопление и выведение веще-
ства из организма происходит через почки, а 
также часть вещества остаётся в слюнных же-
лезах и проксимальном отделе тонкой кишки, 
что обусловлено наличием в их тканях ПСМА. 
Однако, несмотря на то что NAALADase I при-
сутствует и в мозге, присутствия конъюгата 
там не обнаружено, что говорит о том, что со-
единение не способно проходить через гемато-
энцефалический барьер. ПЭТ-детектирование 
флуоресценции также доказывает накопление 
сигнала в ПСМА-экспрессирующей клеточной 
линии PC3-PIP. Сигнал здесь в 5,2 раза выше, 
чем в ксенотрансплантанте PC-3 (на пред-
варительно вырезанной ткани). Устойчивое 
окрашивание наблюдается даже спустя 24 часа 
после инъекции.

Клинические испытания на людях про-
водились на группе мужчин 66 ± 7 лет. Введе-
ние препарата не вызывало побочных реакций 
со стороны нервной, пищеварительной, дыха-
тельной и других систем. Селективное накоп-
ление в клетках РПЖ было продемонстри-
ровано на разнообразной группе пациентов, 
включая пациентов с метастазами, различ-
ным уровнем  ПСА в крови, различным бал-
лом по шкале  Глисона. [18F]-BF3-Cy3-ACUPA 
показал высокую чувствительность к тканям 
(ПСМА  +) и позволил визуализировать как 
диссеминированный, так и локализованный рак. 
Отдельно стоит отметить сохранение флуо-
ресцентного сигнала в течение 24 часов после 
инъекции, что является большим преимуще-
ством [18F]-BF3-Cy3-ACUPA как диагностиче-
ского агента. Благодаря этому пациент может 
прийти на ПЭТ-визуализацию, после чего без 
дополнительных инъекций получить возмож-
ность проведения интраоперационной флуо-
ресцентной диагностики. Так как период полу-
распада 18F составляет 108 минут, то к моменту 
операции уже не будет происходить ионизи-
рующего излучения, а не связанный конъюгат 
выведется из крови и мочи.

Также стоит обратить внимание на рабо-
ту Derks  et  al.  [39], в которой представлены 
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двойные конъюгаты на основе мочевины, 
содержащие хелатор DOTA и сенсибилизатор 
IRDye700DX, о котором стоит сказать несколь-
ко слов. Данное соединение может выступать 
как в качестве флуоресцентной метки, так и 
в качестве фотосенсибилизатора. Фотодина-
мическая терапия предполагает селективное 
накопление сенсибилизатора в опухолевой 
ткани, после чего происходит его возбуждение 
пучком лазера, приближенного к максималь-
ной длине поглощения красителя. Благодаря 
фотохимическим процессам происходит обра-
зование активных форм кислорода, вызываю-
щих гибель клеток. Таким образом, несмотря 
на то что конъюгат является бимодальным, 
он при этом обладает тройным назначени-
ем. Хелатирование DOTAG в данной работе 
производилось 111In и показало эффективную 
радиодиагностику. IRDye700DX, являясь фо-
тосенсибилизатором, также обладает и спек-
тральными характеристиками. Таким образом, 
конъюгаты могут выполнять как диагности-
ческую, так и терапевтическую роль. Данная 
работа является продолжением более ранних 
наработок научной группы Derks. Изначально 
ими была получена библиотека конъюгатов, 
где векторная молекула представляла собой 
мочевину DCL с присоединённым фрагмен-
том аминокапроновой кислоты в качестве 
линкера. Далее производилось варьирование 
структуры линкера различными полипеп-
тидными фрагментами. В  результате авторы 
статьи отмечают, что наилучшие результаты 
аффинности показывает конъюгат с пептид-
ной последовательностью D-Phe-Glu-Glu, что 
хорошо согласуется с вышеприведённым нами 
аргументом о том, что аффинность конъюгатов 
может быть улучшена путём введения в струк-
туру ароматических фрагментов и/или амино-
кислот, содержащих отрицательно заряженные 
группы. В  следующей работе за основу были 
взяты уже зарекомендовавшие себя в иссле-
дованиях мочевины PSMA-1007 и PSMA-617. 
Также здесь можно проследить развитие моди-
фикации линкеров, которое подробно обсуж-
далось в нашем предыдущем обзоре [40].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Итак, на сегодняшний день флуоресцент-
ные конъюгаты, направленные на простати-
ческий специфический мембранный антиген, 
представляют большой потенциал в области 
гистологических исследований и интраопе-
рационной хирургии, а также в области фото-
динамической терапии. Большое количество 

исследований проведено с использованием 
«стандартных» флуоресцентных красителей: 
карбоцианинов, флуоресцеинов и  др. На  наш 
взгляд, стоит обратить внимание на достиже-
ния последних лет в области флуоресцентных 
молекул, меняющих свои физико-химические 
свойства в зависимости от окружающих их 
условий: молекулярные роторы, позволяю-
щие значительно увеличить уровень сигнал/
шум при визуализации; УФ-чувствительные 
метки, которые можно применять как инди-
видуально, так и в сочетании со стандартными 
флуоресцентными метками и хелатирующими 
агентами; фотосенсибилизаторы, некоторые 
из которых, как было описано выше, можно 
применять как в диагностических, так и в те-
рапевтических целях.

Современные синтетические возможности 
позволяют эффективно оптимизировать время 
синтеза, затраты на реактивы и очистку со-
единений и  др. Развитие твердофазных мето-
дов синтеза позволило значительно ускорить 
варьирование структур лигандов и установить 
основные закономерности в соотношении струк-
тура–активность. Благодаря этому установ-
лено, что оптимальными векторными молеку-
лами являются модифицированные мочевины 
на основе глутамата и лизина. Целесообразно 
между векторной молекулой и флуоресцент-
ной меткой вводить отрицательно заряженные 
функциональные группы (лизин, глутаминовая 
кислота и др.) и ароматические системы (фраг-
менты фенилаланина, тирозина и  др.). Стоит 
учитывать, что, если молекула флуорофора 
достаточно небольшая и имеет, например, до-
статочное количество сульфогрупп, она также 
может взаимодействовать с воронкообразным 
туннелем ПСМА и тем самым повышать срод-
ство конъюгата. Также при выборе флуорес-
центного красителя следует обращать внима-
ние на такие параметры, как квантовый выход, 
водорастворимость, длины волн поглощения 
и испускания (для того чтобы попасть в окно 
прозрачности биологических тканей).

Возможно, в дальнейшем будут разрабо-
таны флуоресцентные камеры достаточной 
мощности, которые позволят визуализировать 
красители в тканях человека. Тогда мы сможем 
сократить облучение пациентов при использо-
вании радиофармпрепаратов и применять его 
только в случае лечения. Причём, создавать 
терапевтические конъюгаты будет возможно 
на базе высокоселективных диагностических 
конъюгатов путём замены активного веще-
ства. При создании новых молекул в первую 
очередь стоит ориентироваться на цель, кото-
рую закладывают в её разработку. Если целью 
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является получение гистологического пре-
парата, то имеет смысл разрабатывать моно-
конъюгаты малых размеров, так как это сокра-
тит синтетическую схему и ускорит наработку 
таких веществ. Если речь о препарате для па-
циентов, то разработка многофункциональ-
ных соединений становится приоритетной, так 
как позволит снизить количество введений и 
дозировку. Таким образом, химиотерапия для 
диагностики (контрастные реагенты) стано-
вится более эффективной и безопасной.
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Fluorescent dyes are widely used in histological studies and in intraoperative surgery, including against 
prostate cancer  (PC), which is one of the most common types of cancerous tumors among men today. 
Targeted delivery of f luorescent conjugates greatly improves diagnostic efficiency and allows for timely 
correct diagnosis. In the case of PC, the protein marker is prostate specific membrane antigen  (PSMA). 
To date, a large number of diagnostic conjugates targeting PSMA have been created based on modified urea. 
The review focuses on narrowly targeted conjugates selectively binding to PSMA and answers the following 
questions. Which f luorescent dyes are already in use in the field of PC diagnosis? What factors inf luence the 
structure-activity ratio of the final molecule? What should be considered when selecting a f luorescent tag 
to create new diagnostic conjugates? And what can be offered in this field to date?

Keywords: prostate cancer, f luorescent dyes, prostate-specific membrane antigen, PSMA, targeted drug delivery
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Характерными изменениями в системе эпигенетической регуляции экспрессии генов, сопровож-
дающими процесс злокачественной трансформации клетки, являются аберрантное метилирова-
ние и ацетилирование гистонов. Активно используемым в клинической онкологической практике 
эпигенетически активным препаратом является вориностат, противоопухолевый эффект которого, 
как правило, связывают с ингибированием гистоновых деацетилаз. Эффекты этого препарата на 
метилирование гистонов изучены недостаточно. Используя тест-систему HeLa  TI, позволяющую 
оценить интегральный эффект эпигенетически активных соединений по активации экспрессии ре-
портерного гена GFP, и нокдаун генов интерферирующими РНК, мы показали, что ингибирующее 
действие вориностата направлено не только на HDAC1, но и на SUV39H1, SUV39H2, SUV420H1, 
EZH2. С  помощью Вестерн-блоттинга была подтверждена способность вориностата подавлять 
экспрессию ферментов SUV39H1/2, SUV420H1, EZH2 и, кроме того, было впервые выявлено его 
ингибирующее действие на экспрессию ферментов SUV420H2 и DOT1L. Полученные данные рас-
ширяют представление об эпигенетических эффектах вориностата и демонстрируют необходимость 
масштабного анализа его активности в отношении других эпигенетических ферментов. Деталь-
ное понимание механизма эпигенетического действия вориностата будет способствовать его более 
адекватному использованию в терапии опухолей с аберрантным эпигенетическим профилем.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ЗНО с аберрантным эпигенетическим профилем, вориностат, SAHA, метилирова-
ние гистонов, гистоновые метилтрансферазы (HMT), тест-система HeLa TI, SUV39H1, SUV39H2, EZH2, 
SUV420H1, SUV420H2, DOT1L.
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Принятые сокращения: Б/т  – нетрансфицированные клетки; ЗНО  – злокачественные новообразования; 5-aza  – 
5-азацидин; CBL0137 – кураксин CBL0137; DNMT – ДНК-метилтрансферазы; G9a, GLP, SUV39H1, SUV39H2 – гисто-
новые метилтрансферазы класса  KMT1; DOT1L  – гистоновая метилтрансфераза класса  KMT4; EZH2  – гистоновая 
метилтрансфераза класса  KMT6; HDAC  – гистоновые деацетилазы; HeLa  TI  – популяция клеток HeLa Трихоста-
тин А-Индуцируемая; HMT – гистоновые метилтрансферазы; KMT – лизиновые метилтрансферазы; me – метильная 
группа; SAHA  – вориностат (субероиланилид гидроксамовой кислоты); SUV420H1, SUV420H2  – гистоновые метил-
трансферазы класса KMT5; TSA – трихостатин А.
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ВВЕДЕНИЕ

Необратимый процесс опухолевой транс-
формации клеток обусловлен генетическими по-
вреждениями ДНК, приводящими к точечным 

мутациям генов, амплификации генов и хро-
мосомным транслокациям. При этом опухоле-
вая трансформация сопровождается обширным 
перепрограммированием транскриптома, ко-
торое происходит за счет изменения паттерна 
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эпигенетических модификаций, в том числе 
метилирования гистонов  [1]. Метилирование 
гистонов является одним из ключевых эпи-
генетических механизмов регуляции тран-
скрипции и играет важную роль в таких про-
цессах, как репликация ДНК, репарация и 
рекомбинация ДНК, транскрипция генов, раз-
витие клеточного цикла и пространствен-
ная организация хромосом  [2–4]. В  основ-
ном метильные  (me) модификации распо-
лагаются на аминокислотных остатках лизина 
и аргинина N-концевых хвостов гистонов Н3 
и  Н4 и подразделяются на метки, активирую-
щие транскрипцию (H3K4me2/3, H3K36me2/3, 
H3K79me1/2/3)  [3, 5, 6] и ответственные за 
подавление экспрессии генов (H3K9me2/3, 
H4K20me3, H3K27me3)  [7–9]. Сочетание раз-
личных гистоновых модификаций играет клю-
чевую роль для образования эухроматина и 
гетерохроматина  [10]. Процесс катализа мети-
лирования и деметилирования гистонов осу-
ществляют ферменты антагонисты – гистоно-
вые метилтрансферазы  (HMT) и деметилазы, 
которые функционируют в сложных белковых 
комплексах, состоящих из различных хрома -
тин-модифицирующих ферментов, транскрип-
ционных факторов или белков-репрессоров 
транскрипции  [11, 12]. Формирование абер-
рантного профиля метилирования гистонов 
является результатом структурных нарушений 
в генах метилтрансфераз и деметилаз, а также 
результатом некорректной экспрессии данных 
ферментов в результате внешних воздействий 
и/или опосредованного влияния генетических 
нарушений, вызвавших необратимую транс-
формацию клетки [13]. Гиперэкспрессия и му-
тации  HMT наблюдаются при различных ти-
пах злокачественных новообразований (ЗНО), 
поскольку изменения в структуре хроматина 
могут влиять на сигнальные пути и паттерны 
экспрессии генов, которые способствуют он-
когенезу [14].

Наиболее часто вовлеченными в процесс 
канцерогенеза являются метилтрансферазы 
EZH1/2, SETDB1, SUV39H1, SUV420H1/2, G9a, 
GLP, DOT1L, PRMT5, PRMT6, сверхэкспрес-
сия которых наблюдается и часто коррелирует 
с худшим прогнозом при таких  ЗНО, как рак 
молочной железы, рак предстательной желе-
зы, рак яичников, легких, шейки матки, кожи 
и  др.  [9, 15–28]. Таким образом, данные фер-
менты являются перспективными мишенями 
для противоопухолевой терапии. В  настоя-
щее время идет активный поиск и исследо-
вание низкомолекулярных соединений, спо-
собных модулировать активность  HMT. Ряд 
модуляторов, таких как Chaetocin (ингибитор 

SUV39H1/H2), UNC0642 и BIX01294 (ингиби-
торы  G9a/GLP), находятся на стадии докли-
нических испытаний  [29–32]. В  свою оче-
редь, агенты Pinometostat (ингибитор DOT1L), 
SHR2554 (ингибитор EZH2), PRT543 (ингиби-
тор PRMT5) и EZM8266 (ингибитор G9a) про-
ходят клинические испытания для терапии па-
циентов с опухолями кроветворной системы, 
а также солидными ЗНО [33–35]. В 2020 г. для 
противоопухолевой терапии был одобрен пер-
вый ингибитор HMT – таземетостат, действие 
которого направлено на подавление фермен-
тативной активности EZH2 [36].

Вориностат, также известный как  SAHA 
или Золинза®, является ингибитором гисто но-
вых деацетилаз  (HDAC) классов  I, II и  IV  [37]. 
Данный препарат применяется для лечения 
пациентов с прогрессирующей, рецидивирую-
щей или устойчивой к химиотерапии кожной 
Т-клеточной лимфомой  [38]. Механизм дей-
ствия вориностата заключается в связывании 
иона цинка, находящегося в активном цент-
ре HDAC, в результате чего происходит инги-
бирование каталитической активности фер-
мента. Следствием ингибирования  HDAC яв-
ляется повышение ацетилирования гистонов 
и активация транскрипции  [37]. В  результате 
действия вориностата возрастает ацетилиро-
вание не только гистоновых белков, но и ряда 
негистоновых факторов транскрипции, а так-
же белков, участвующих в регуляции клеточ-
ной пролиферации, миграции и гибели клет-
ки  [39]. Обширные исследования in  vitro и 
in vivo на различных моделях опухолей демон-
стрируют сильные противоопухолевые эффек-
ты вориностата, включая индукцию ареста кле-
точного цикла, апоптоза и аутофагии, в том 
числе в клетках с развившейся химиорези-
стентностью [40]. В настоящее время накоплен 
ряд данных клинических испытаний (фазы  I 
и II) о положительном эффекте вориностата в 
комбинированной терапии таких заболеваний, 
как множественная миелома, колоректальная 
карцинома, саркома, миелодиспластический 
синдром, нейробластома [41–45].

Данные опубликованных исследований сви-
детельствуют о том, что ингибирование HDAC 
не является единственным механизмом дей-
ствия вориностата на систему эпигенетической 
регуляции транскрипции. Было показано, что 
ингибиторы HDAC, в том числе вориностат, 
способствуют увеличению степени метилиро-
вания гистона  3 по лизину  4 (H3K4me1/2/3) 
за счет miRNA-опосредованного подавления 
экспрессии лизиновых деметилаз семейства 
JARID1 – RBP2, PLU-1, SMCX и LSD1, отно-
сящейся к семейству  KDM1  [46]. Также про-
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демонстрирована способность вориностата ин-
гибировать экспрессию ДНК-метилтрансфе-
раз DNMT1 и DNMT3b как на уровне мРНК, 
так и на уровне белка  [47]. Кроме того, в не-
скольких исследованиях было показано, что 
вориностат вызывает небольшое, но статисти-
чески значимое снижение уровня модифика-
ций H3K9me3 и H3K9me2 [46, 47]. Также было 
продемонстрировано локус-специфическое влия-
ние вориностата на гистоновые метилтранс-
феразы SUV39H1 и EZH2 [48, 49]. Несмотря на 
это, детального изучения интегрального влия-
ния вориностата на метилирование гистонов и 
на опосредующие его HMT не проводили.

Представленное исследование было на-
правлено на анализ влияния вориностата на 
процесс метилирования гистонов на инте-
гральном уровне. В  качестве модельной си-
стемы в работе была использована популяция 
клеток HeLa TI, несущих в своем геноме эпи-
генетически репрессированный репортерный 
ген  GFP, кодирующий зеленый флуоресцент-
ный белок. Активация экспрессии  GFP про-
исходит при запуске 15  различных эпигене-
тических факторов снятия репрессии генов, 
в том числе генов белков, регулирующих аце-
тилирование и метилирование гистонов  [50]. 
Нокдаун генов определенных эпигенетических 
ферментов в клетках HeLa  TI позволяет оце-
нить вклад кодируемых ими белков в эпигене-
тическую регуляцию транскрипции. В  каче-
стве альтернативного подхода, позволяющего 
провести более широкое исследование в связи 
с меньшей трудоемкостью и затратностью, для 
анализа эффектов эпигенетических препа-
ратов использовали определение содержания 
ферментов с помощью Вестерн-блоттинга. 
Конкретные задачи работы включали: (1) про-
вести моделирование эффектов ингибиторов 
с различным действием на гистоновые деаце-
тилазы при нокдауне гена  HDAC1 в тест-си-
стеме HeLa  TI для дальнейшего определения 
характера эпигенетичечкого действия вори-
ностата; (2) провести анализ изменений экс-
прессии репортерного гена  GFP при действии 
вориностата на клетках HeLa  TI с нокдау-
ном генов HDAC1, EZH2, SUV39H1, SUV39H2 
и  SUV420H1; (3) оценить эффекты вориноста-
та на экспрессию гистоновых метилтранс-
фераз EZH2, SUV39H1, SUV39H2, SUV420H1, 
SUV420H2, G9a, GLP, DOT1L.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток. В  исследовании 
использовали клетки HeLa  TI  – популяцию 

клеток HeLa, содержащих эпигенетически ре-
прессированный вектор на основе вируса 
саркомы птиц, кодирующий репортерный 
ген  GFP. Популяция HeLa  TI была получена 
в  2008  г. лабораторией А.М.  Скалка (Anna 
Marie Skalka) и Р. Катца (Richard Katz) из 
Онкологического центра Фокса Чейза (Fox 
Chase Cancer Center, Филадельфия, США) [50]. 
В  2011  г. в рамках выполнения общего про-
екта клеточная популяция HeLa  TI была пре-
доставлена в распоряжение отдела хими-
ческого канцерогенеза НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина. В 2021 г. в нашей лаборатории 
была завершена верификация возможности ис-
пользования клеток HeLa  TI в качестве тест-
системы для анализа эпигенетической актив-
ности ксенобиотиков [51].

Клетки культивировали во флаконах T-75 
(«Eppendorf», Германия) в среде Игла, модифи-
цированной Дульбекко (DMEM), содержащей 
4,5 г/литр глюкозы («ПанЭко», Россия), 10% (v/v) 
термически инактивированной эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (FBS; «Biosera», 
Франция), смесь антибиотиков пенициллина 
(50 ед./мл) и стрептомицина (50 мкг/мл) («Пан-
Эко») и 2  мМ L-глутамина («ПанЭко»). Куль-
тивирование проводили в стандартных усло-
виях (37 °C, 5% CO2).

Анализ характера эпигенетического действия 
вориностата в тест-системе HeLa  TI. Анализ 
реактивации эпигенетически репрессированно-
го гена  GFP при совместном действии нок-
дауна гена  HDAC1 и эпигенетических моду-
ляторов трихостатина А, 5-азацитидина и 
кураксина  CBL0137 в тест-системе HeLa  TI. 
Трихостатин  А (TSA; «Selleckchem», США), 
5-азацидин (5-aza; «Merck», Германия) и ку-
раксин  CBL0137 (CBL0137; «Инкурон», Рос-
сия) растворяли в 100%-ном диметилсуль-
фоксиде (ДМСО, «ПанЭко»), стоковая кон-
центрация растворов составила 10  мМ. Клетки 
HeLa  TI высеивали в 24-луночный планшет 
(«Eppendorf») по 20 000 клеток в лунку и че-
рез 10  ч проводили трансфекцию 5 нМ  siRNA 
(малые интерферирующие РНК) к мРНК 
гена  HDAC1  (GS3065). Для нокдауна исполь-
зовали набор из 4 siRNA («Qiagen», Германия). 
Трансфекцию осуществляли с помощью реак-
тива HiPerFect Transfection Reagent («Qiagen») 
по протоколу производителя. Концентрации 
siRNA были выбраны по рекомендации про-
изводителя и составляли концентрации, при 
которых происходит практически полная 
(не менее 80%) репрессия транскрипции гена-
мишени. Нокдаун от неспецифических эф-
фектов дифференцировали с помощью набо-
ра siRNA AllStars Negative Control («Qiagen»), 
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который представляет собой несколько siRNA 
к  мРНК генов, не имеющих гомологии ни с 
одним известным геном млекопитающих. Под-
тверждение селективного действия siRNA к 
гену-мишени было осуществлено с помощью 
метода Вестерн-блоттинг и ПЦР в реальном 
времени (данные не приводятся). Количество 
жизнеспособных клеток после нокдауна со-
ставляло не  менее  80% от общего количества 
клеток. На следующий день (через 24  ч после 
трансфекции) клетки обрабатывали нетоксич-
ными концентрациями  TSA (0,12  мкМ), 5-aza 
(10  мкМ), CBL0137 (0,6  мкМ) и инкубиро-
вали в течение 24  ч. Конечная концентрация 
ДМСО в среде с клетками не превышала 0,1%. 
Затем проводили замену среды на свежую и 
через 48  ч клетки снимали с подложки с по-
мощью 0,25%  (v/v) раствора трипсин-ЭДТА 
(«ПанЭко»), промывали фосфатно-солевым 
буфером  (PBS) с последующим центрифуги-
рованием (250 g, 5 мин) и проводили проточ-
ную цитометрию с помощью прибора BD 
FACSCanto II («BD Biosciences», Бельгия). Для 
поддержания высокой жизнеспособности кле-
ток при хранении клеточной суспензии был 
использован раствор PBS с 2%-ной FBS. В ходе 
анализа использовали синий лазер  (488  нм) 
и канал FITC (530/30 нм).

Анализ реактивации эпигенетически репрес-
сированного гена  GFP при действии ворино-
стата и нокдауне генов HDAC1/HMT в тест-
системе HeLa  TI. Вориностат («Selleckchem») 
растворяли в ДМСО, стоковая концентрация 
составляла 10 мM. Клетки HeLa TI высевали и 
проводили трансфекцию siRNA к мРНК генов 
HDAC1 (GS3065), EZH2  (GS2146), SUV39H1 
(GS6839), SUV39H2  (GS79723), SUV420H1 
(GS51111), как описано ранее. Для нокдауна каж-
дого из генов использовали набор из 4 siRNA. 
Концентрации siRNA были выбраны по реко-
мендациям производителя и составляли кон-
центрации, при которых происходит прак-
тически полная (не  менее  80%) репрессия 
транскрипции гена-мишени. Нокдаун от не-
специфических эффектов дифференцирова-
ли с помощью набора siRNA AllStars Negative 
Control, как описано выше. Количество жиз-
неспособных клеток после нокдауна составля-
ло не менее 80% от общего количества клеток. 
Через 24 ч после трансфекции клетки обраба-
тывали вориностатом (5  мкМ). Данная кон-
центрация вориностата являлась нетоксич-
ной для клеток при индивидуальном действии 
агента (жизнеспособность клеток составляла 
не  менее  95% от процента жизнеспособных 
клеток в анализируемой популяции). Конеч-
ное содержание ДМСО при обработке клеток 

составляло  0,1%  (v/v). Через 24  ч после обра-
ботки проводили смену среды и через 48 часов 
осуществляли проточную цитометрию, как опи-
сано выше.

Анализ экспрессии гистоновых метилтранс-
фераз при действии вориностата. Для экспери-
мента использовали вориностат в концентра-
ции 10  мМ, растворенный в ДМСО. Клетки 
HeLa  TI высеивали в 6-луночные планшеты 
по 250  000 клеток в лунку и инкубировали с 
вориностатом (5 мкМ) в течение 24 ч, а также 
с ДМСО (конечное содержание – 0,1% (v/v)) в 
качестве отрицательного контроля. Для полу-
чения общей фракции белка использовали бу-
фер для анализа радиоиммунопреципитации 
(RIPA): 50  мМ  Tris-HCl, 150  мМ  NaCl (оба  – 
«ПанЭко»), 1% (v/v) Triton X-100 («Ferak», Гер-
мания), 0,5% (w/v) дезоксихолат натрия («Диаэм», 
Россия), 0,1%  (w/v) Ds-Na («Serva», Герма-
ния), коктейль ингибиторов протеаз («Roche», 
Швейцария). Клетки лизировали 1 ч при 4 °С, 
после чего лизаты центрифугировали (1790 g, 
5 мин, 4 °С), отбирали супернатант, содер-
жащий общую фракцию белков, и денатури-
ровали белок в течение 5 мин в буфере для 
нанесения («Merck», Германия). Количествен-
ное определение белка проводили по методу 
Бредфорда  [52]. Разделение белков проводи-
ли с помощью вертикального электрофореза 
в 10%-ном  ПААГ в буфере Tris-Gly с  Ds-Na 
(25 мМ  Tris, 190 мМ  Gly, 10% (w/v)  Ds-Na), 
после чего осуществляли перенос белков на 
нитроцеллюлозную мембрану («Bio-Rad», США) 
с размером пор 0,45 мкм (условия переноса 
для белков 25–100 кДа: 250 мА, 1 ч; для бел-
ков 100–150 кДа: 100 В, 1 ч). Для исследования 
использовали кроличьи антитела («Abcam», 
Великобритания) к гистоновым метилтранс-
феразам: EZH2 (ab228697; разведение 1 : 7000), 
SUV39H1 (ab245380; разведение 1 : 3000), 
SUV39H2 (ab229493; разведение 1 : 3000), 
DOT1L (ab64077; разведение 1 : 500), G9a 
(ab183889; разведение 1 : 3000), GLP (ab241306; 
разведение 1 : 5000); а также кроличьи анти-
тела  («ThermoFisher Scientific», Германия): 
SUV420H1 (PA5-40926; разведение 1 : 3000) и 
SUV420H2 (PA-109891; разведение 1 : 3000).

 Для контроля загрузки белка использовали 
кроличьи антитела к белку β-актин («Abcam»; 
разведение: 1 : 10 000). В  качестве вторичных 
антител использовали козьи антитела («Abcam»; 
разведение: 1 : 5000), конъюгированные с пер-
оксидазой хрена. Для детекции белков исполь-
зовали проявляющий реагент Clarity™ Western 
ECL Substrate («Bio-Rad») и систему цифровой 
обработки изображений ImageQuant LAS 4000 
(«GE Healthcare», США). Оценка белковых 
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полос была проведена с помощью программы 
ImageJ. Все эксперименты были выполнены в 
четырех независимых повторах.

Статистический анализ данных проводили 
с помощью программного обеспечения GraphPad 
Prism 8.3.0. Нормальность распределения дан-
ных оценивали с помощью критерия Колмо-
горова–Смирнова. Для анализа значимости 
различий в количестве GFP+-клеток при дей-
ствии агентов TSA, 5-aza, CBL0137 и нокдауне 
гена  HDAC1 использовали однофакторный 
дисперсионный анализ ANOVA с пост-тестом 
Тьюки для множественных сравнений. Для 
анализа значимости различий в доле GFP+-
клеток при действии вориностата после нок-
дауна генов HDAC1, EZH2, SUV39H1, SUV39H2, 
SUV420H1 использовали двухфакторный дис-
персионный анализ ANOVA с пост-тестом 
Тьюки. Оценку значимости различий уровней 
экспрессии гистоновых метилтрансфераз по-
сле обработки клеток вориностатом проводи-
ли с помощью t-теста Стьюдента. Пороговый 
уровень статистической значимости для всех 
методов составлял p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Основной эпигенетический эффект вори-
ностата заключается в неселективном ингиби-
ровании  HDAC. Наибольшее сродство агент 
проявляет к ферментам HDAC1, HDAC2, 
HDAC3 и  HDAC6. Вориностат имеет близкие 
концентрации ингибирования HDAC1, HDAC3 
и HDAC6, при этом падение экспрессии более 
выражено для белка HDAC1 [53, 54].

Тест-система HeLa  TI представляет собой 
популяцию клеток HeLa, несущих эпигене-
тически репрессированный вектор на основе 
вируса саркомы птиц, содержащий репортер-
ный ген  GFP. Эпигенетическая репрессия ге-
на  GFP в клетках HeLa  TI обусловлена дей-
ствием более чем 15  факторов, включающих 
хроматин-модифицирующие ферменты раз-
личных классов, а также гистоновые шапе-
роны  [50]. При этом вклад ферментов HDAC 
в эпигенетическом сайленсинге гена  GFP в 
тест-системе реализуется в основном за счет 
действия HDAC1  [55]. Ранее было показано, 
что популяция HeLa TI чувствительна к широ-
кому спектру эпигенетических модуляторов, в 
том числе ингибиторам HDAC, а также инги-
биторам DNMT, HMT и BRD (белки из класса 
бромодоменов). Кроме того, тест-система мо-
жет быть использована для анализа синергиче-
ского эпигенетического эффекта химических 
соединений: при обработке клеток комбина-

циями эпимодуляторов с различным механиз-
мом действия происходит увеличение уровня 
реактивации экспрессии  GFP относительно 
индивидуального действия агентов [51]. Осно-
вываясь на этих данных, мы предположили, 
что наличие эпигенетических эффектов во-
риностата, не сопряженных с ингибировани-
ем  HDAC, можно будет детектировать в клет-
ках HeLa TI при нокдауне гена HDAC1.

На первом этапе исследования было про-
ведено моделирование эффектов ингибито-
ров с различным действием на гистоновые 
деацетилазы при нокдауне гена HDAC1 в тест-
системе HeLa  TI для дальнейшего определе-
ния характера эпигенетического действия во-
риностата. Для этого мы оценили уровень 
реактивации экспрессии гена  GFP по количе-
ству GFP+-клеток при нокдауне гена HDAC1 и 
обработке модуляторами: (1)  относящимся к 
ингибиторам HDAC (трихостатин А), (2) имею-
щим смешанный механизм действия (курак-
син  CBL0137) и (3)  не влияющим на HDAC 
(5-азацитидин). Трихостатин А – ингибитор I 
и II  классов HDAC из группы гидроксамовых 
кислот природного происхождения [56]; 5-аза-
цитидин  – нуклеозидный аналог цитидина, 
деметилирующий ДНК за счет ингибирова-
ния  DNMT  [57]. CBL0137  – низкомолекуляр-
ное соединение из группы кураксинов второго 
поколения, является активатором супрессора 
опухолей белка р53, а также ингибирует гисто-
новый шаперон  FACT, что приводит к инте-
гральному ремоделированию хроматина и ак-
тивации транскрипции [58]. Также, по данным 
Zhou  et  al.  [59], CBL0137  увеличивает уровень 
ацетилирования гистона  Н3 и снижает коли-
чество модификаций H3K9me3 и H3K27me3 
в промоторах генов интерферонового сигна-
линга. Было показано, что обработка клеток 
набором siRNA, не имеющих сродства к ге-
нам млекопитающих  (siNEG), не приводила 
к статистически значимому изменению уров-
ня реактивации  GFP относительно нетранс-
фицированных клеток  (Б/т) вне зависимости 
от обработки клеток. Уровень реактивации 
экспрессии GFP в Б/т-клетках составил  4,2%; 
в клетках, обработанных siNEG  – 4,5% 
(рис. 1, а; рис. П1 в Приложении).

Обработка клеток ДМСО, используемо-
го в качестве контроля растворителя, также 
не приводила к изменению количества GFP+-
клеток по сравнению с необработанными 
клетками (Б/т-К, siNEG-К). При нокдауне 
HDAC1 было зарегистрировано увеличение 
уровня реактивации экспрессии GFP до 43,5%, 
что превышает значения для необработан-
ных клеток в  10  раз. Обработка клеток  TSA 
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Рис. 1. Реактивация эпигенетически репрессированного гена GFP в тест-системе HeLa  TI. а  – При действии эпи-
генетических модуляторов TSA, 5-aza, CBL0137 и нокдауна HDAC1. б – При действии вориностата (SAHA) и нокдауна 
HDAC1, EZH2, SUV39H1, SUV39H2, SUV420H1. Результаты проточной цитометрии (M  ±  SD). К  – необработанные 
клетки, отрицательный контроль; Б/т – нетрансфицированные клетки; siNEG – клетки, трансфицированные siRNA, 
не имеющими гомологии ни с одним известным геном млекопитающих (отрицательный контроль трансфекции); 
«*»  – количество GFP+-клеток при действии TSA/5-aza/CBL0137/SAHA или siRNA значимо различается по срав-
нению с отрицательным контролем (siNEG-К), p  <  0,01; «#»  – количество GFP+-клеток при действии TSA/5-aza/
CBL0137/SAHA в группе с нокдауном значимо различается по сравнению с одноименными пробами в группе siNEG, 
p < 0,05; «+» – количество GFP+-клеток при действии TSA/5-aza/CBL0137/SAHA значимо различается по сравнению 
с отрицательным контролем внутри группы siHDAC1/siEZH2/siSUV39H1/siSUV39H2/siSUV420H1, p < 0,05

приводила к увеличению количества GFP+-
клеток до 25% для нетрансфицированных клеток 
(Б/т-TSA) и до 27% – для клеток, обработанных 
siNEG. В  то же время при нокдауне  HDAC1 и 
последующей обработке TSA уровень реакти-
вации GFP составлял около  50%, что соответ-
ствовало индивидуальному действию siHDAC. 
В  результате обработки клеток 5-aza проис-
ходило увеличение числа GFP+-клеток до 14%, 
а при действии 5-aza и нокдауне HDAC1  – 

до  59%, что может говорить о суммировании 
эффектов ингибирования экспрессии  HDAC1 
и DNMT в тест-системе HeLa  TI. Кураксин 
CBL0137 при индивидуальном действии вызы-
вал увеличение уровня реактивации экспрес-
сии GFP до  28–30%. После обработки клеток 
с нокдауном  HDAC1 происходило увеличение 
числа GFP+-клеток до  65,5%, что в  2  раза 
превышает эффект CBL0137 и практически 
в 1,5 раза – эффект siHDAC1. Результаты иссле-
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дования демонстрируют, что при действии агента, 
не влияющего на HDAC, но влияющего на другие 
факторы эпигенетической репрессии гена GFP 
в тест-системе HeLa  TI (например, 5-aza), 
должно происходить суммирование эффектов 
нокдауна  HDAC1 и модулятора. При наличии 
перекрестных эффектов модулятора и нокдауна 
гена  HDAC1 будет наблюдаться частичное или 
полное перекрытие уровня реактивации  GFP, 
как в случае с TSA. При действии эпигенетиче-
ского модулятора широкого действия, не огра-
ничивающегося влиянием на HDAC, как в слу-
чае  CBL0137, будет происходить значительное 
усиление реактивации экспрессии GFP.

На следующем этапе исследования был 
осуществлен анализ характера эпигенетиче-
ского действия вориностата в клетках HeLa TI 
при нокдауне гена HDAC1, а также ряда генов 
метилтрансфераз: EZH2, SUV39H1, SUV39H2, 
SUV420H1. EZH2  – метилтрансфераза семей-
ства  KMT6, входит в состав репрессивного 
белкового комплекса PRC2 и опосредует ди- и 
триметилирование сайта  H3K27, ассоцииро-
ванного с репрессией транскрипции [13]. Гомо-
логи SUV39H1 и SUV39H2 относятся к классу 
метилтрансфераз KMT1 и опосредуют триме-
тилирование сайта  H3K9. Белок SUV420H1, 
наравне со своим гомологом SUV420H2, явля-
ется ключевым ферментом в триметилирова-
нии H4K20me3 и играет важную роль в репли-
кации и репарации ДНК, а также в регуляции 
клеточного цикла  [60]. Образование модифи-
каций H3K9me3 и H4K20me3 способствует за-
пуску механизма метилирования ДНК посред-
ством рекрутирования гетерохроматинового 
белка  HP1 и  DNMT, таким образом, способ-
ствуя репрессии транскрипции [61, 62]. H3K9me3 
и H4K20me3 играют важную роль для образо-
вания плотной структуры хроматина в пери-
центрических и теломерных повторах гетеро-
хроматина, а также участвуют в замалчивании 
экспрессии генов в эухроматине [63, 64].

Количество GFP+-клеток в отрицательном 
контроле (Б/т-К) составило  3,7%, в контроле 
трансфекции (siNEG-K) – 3,4% (рис. 1, б; рис. П2 
в Приложении). Как и ранее, действие siNEG 
не приводило к изменению профиля реакти-
вации гена GFP по сравнению с Б/т-клетками. 
При действии ДМСО (контроль растворителя) 
статистически значимого изменения количе-
ства GFP+-клеток зарегистрировано не было. 
Нокдаун  HDAC1 вызывал реактивацию экс-
прессии GFP в  45%  клеток. Вориностат вы-
зывал реактивацию в  37%  клеток (рис. 1, б). 
Действие вориностата при нокдауне  HDAC1 
приводило к увеличению доли GFP+-клеток 
до  78%, что превышало уровень реактивации 

как при индивидуальном действии ворино-
стата (в  2,1  раза), так и при нокдауне  HDAC1 
(в  1,7  раза). Таким образом, при действии 
ингибитора HDAC вориностата и нокдауне 
HDAC1 в тест-системе HeLa  TI происходит 
увеличение количества GFP+-клеток, что сви-
детельствует о дополнительном HDAC-незави-
симом эпигенетическом эффекте соединения.

Нокдаун генов EZH2, SUV39H1, SUV39H2 
и SUV420H1 вызывал значительное увеличение 
количества GFP+-клеток относительно отри-
цательного контроля: EZH2  (48%; 12,9  раза), 
SUV39H1  (44%; 11,8  раза), SUV39H2  (34%; 
9,1 раза), SUV420H1 (33%; 8,8 раза) (рис. 1, б). 
Анализ степени реактивации экспрессии  GFP 
при действии вориностата и нокдауне EZH2 
выявил увеличение числа GFP+-клеток до 73%, 
что в  1,5  раза превышает эффект siEZH2 и 
в 2 раза – эффект вориностата. В то же время при 
нокдауне SUV39H1 с последующей обработкой 
вориностатом наблюдалась устойчивая тенден-
ция к росту популяции GFP+-клеток относи-
тельного индивидуального действия siRNA 
и агента (в  1,4  и в  1,6  раза соответственно). 
Обработка клеток вориностатом после нок-
дауна гена SUV39H2 приводила к реактивации 
экспрессии  GFP в  60%  клеток, что в  1,8  раза 
и  1,6  раза больше, чем при индивидуальном 
действии  siSUV39H2 и вориностата соответ-
ственно. Обработка клеток вориностатом при 
нокдауне  SUV420H1 вызывала увеличение ко-
личества GFP+-клеток до 63,2%, что в 1,9 раза 
больше относительно эффекта siSUV420H1 
и в  1,7  раза  – относительно эффекта ворино-
стата. Полученные результаты демонстрируют 
«пересечение» эффектов вориностата и нок-
дауна генов  EZH2, SUV39H2 и SUV420H1, что 
говорит о потенциальном влиянии ворино-
стата на эти ферменты. Стоит заметить, что 
нокдаун генов SUV39H1, SUV39H2 и SUV420H1 
в клетках HeLa  TI с последующей обработ-
кой вориностатом вызывал снижение про-
цента жизнеспособных клеток до  65%. Высо-
кая токсичность может быть объяснена тем, 
что метилтрансферазы SUV39H1, SUV39H2 и 
SUV420H1 являются ключевыми ферментами, 
катализирующими модификации H3K9me3 и 
H4K20me3, которые играют ключевую роль в 
организации структуры хромосом и потеря ко-
торых может быть критична даже при кратко-
срочном действии siRNA [65].

Полученные на модельной системе HeLa TI 
данные свидетельствовали о том, что ворино-
стат способен неселективно ингибировать экс-
прессию целого ряда гистоновых метилтранс-
фераз. В  связи с этим на заключительном 
этапе исследования была поставлена задача 
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Рис. 2. Уровень экспрессии гистоновых метилтрансфераз при действии вориностата (SAHA). Результаты и денситоме-
трический анализ Вестерн-блоттинга (M ± SD). К – отрицательный контроль; «*» – различия статистически значимы 
относительно отрицательного контроля; p < 0,05

с использованием альтернативного подхода, а 
именно Вестерн-блоттинга, оценить влияние 
вориностата на уровень содержания не только 
ферментов, для которых был продемонстри-
рован эффект на модельной системе HeLa TI, 
но и ряда других метилтрансфераз гистонов, 
вовлеченных в прогрессию ЗНО. Таким обра-
зом, в перечень исследуемых были добавле-
ны метилтрансферазы SUV420H2, G9a, GLP 
и  DOT1L. Родственные метилтрансферазы 
G9a и  GLP функционируют в составе гетеро-
димерного комплекса и опосредуют моно- и 
диметилирование  H3K9, а также индуци-
руют процесс метилирования ДНК  [66]. Бе-
лок DOT1L – метилтрансфераза, представляю-
щая класс  КМТ4, катализирует моно-, ди- и 

триметилирование  H3K79. DOT1L  участвует 
во многих клеточных процессах, включая ге-
номный импринтинг, ответ на повреждение 
ДНК, а также процессы более высокого уров-
ня  – эритропоэз, дифференцировка клеток, 
эмбриональное развитие  [67]. Сверхэкспрес-
сия DOT1L приводит к активации транскрип-
ции, в том числе теломерных последовательно-
стей  [68]. Более того, метилирование  H3K79, 
опосредованное  DOT1L, ограничивает рекру-
тирование репрессивных белков в гетерохро-
матиновые области [69].

Было продемонстрировано, что при дей-
ствии вориностата происходит общее снижение 
экспрессии белка EZH2 в 1,8 раза (рис. 2). Полу-
ченные данные хорошо согласуются с результа-



НОВЫЙ МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ВОРИНОСТАТА 1199

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

тами исследования Nordstrom  et  al.  [49], пока-
завших снижение уровня EZH2 и модификации 
H3K27me3 в промоторной области гена SOX11, 
кодирующего фактор транскрипции 11, при 
действии 5  мкМ вориностата. Кроме того, Shi 
et al. [70] сообщали о высокой чувствительности 
клеток немелкоклеточного рака легких с высо-
ким уровнем экспрессии EZH2 к обработке во-
риностатом, а также о положительной корреля-
ции экспрессии ферментов EZH2 и HDAC1.

Также было выявлено, что при действии 
вориностата происходит значимое снижение 
количества белков SUV39H1 (в  1,6  раза) и 
SUV39H2 (в 2,8 раза), ответственных за моди-
фикацию H3K9me3  (рис.  2). Наблюдаемый 
эффект вориностата на метилтрансферазу 
SUV39H1 согласуется с данными Natarajan 
et  al.  [48], которые продемонстрировали на 
модели рака яичника in  vitro снижение экс-
прессии метилтрансфераз DNMT3A, SUV39H1 
и  PRMT1 при действии сопоставимой дозы 
вориностата (7,5 мкМ). Для белков GLP и G9a, 
входящих в комплекс, опосредующий димети-
лирование  H3K9, не было зарегистрировано 
статистически значимого изменения уровня 
экспрессии. Однако при этом наблюдалась 
тенденция к снижению количества G9a 
(в  1,4  раза). Нами также было показано, что 
вориностат вызывает снижение экспрессии 
метилтрансфераз SUV420H1 и  SUV420H2, опо-
средующих метилирование репрессивной мет-
ки H4K20me3, в 1,3 и 1,5 раза соответственно. 
Выявленное влияние вориностата на данные 
белки может объяснять его способность вызы-
вать реорганизацию хроматина, что возможно 
связано с установленным для вориностата ге-
нотоксическим действием [71, 72]. Также нами 
было продемонстрировано, что после обработ-
ки клеток вориностатом происходит ингибиро-
вание экспрессии (в 2 раза) белка DOT1L, от-
ветственного за метилирование сайта H3K79. 
Влияние вориностата на ферменты SUV39H2, 
SUV420H1, SUV420H2 и  DOT1L в опублико-
ванных ранее данных не было описано.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем исследовании было показано, 
что эпигенетические эффекты вориностата, по-
мимо ингибирования HDAC, распространяют-
ся и на гистоновые метилтрансферазы. Нами 
впервые была показана способность ворино-
стата снижать интегральный уровень гисто-
новых метилтрансфераз SUV39H2, SUV420H1, 
SUV420H2 и  DOT1L, которые гиперэкспрес-
сированы при различных  ЗНО. Новые дан-
ные о механизме эпигенетического действия 
вориностата будут способствовать более адек-
ватному использованию данного препарата в 
противоопухолевой терапии, а также должны 
способствовать пониманию молекулярных ме-
ханизмов его побочных эффектов. В совокуп-
ности, полученные данные могут послужить 
механистической базой для расширения обла-
сти применения вориностата, и, как следствие, 
увеличения эффективности терапии опухолей 
с аберрантным эпигенетическим профилем.

Вклад авторов. В.П.М., К.И.К., М.Г.Я.  – 
разработка концепции исследования; К.И.К., 
М.Г.Я.  – руководство исследованием, редак-
тирование текста; В.П.М., Ю.В.М.  – написа-
ние текста; В.П.М., Ю.В.М., В.Г.П., А.Ю.П., 
О.Г.У., Е.С.Т., Е.М.Ж.  – проведение экспери-
ментов; В.П.М., Ю.В.М., Е.М.Ж. – подготовка 
иллюстраций; В.П.М., К.И.К., М.Г.Я., Г.А.Б. – 
обсуждение результатов исследования.

Финансирование. Работа выполнена при 
финансовой поддержке Российского научного 
фонда (грант № 21-75-10163).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.

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

Дополнительные материалы. Приложение к 
статье опубликовано на сайте журнала «Био-
химия» (https://biochemistrymoscow.com).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

 1. Tian, X., Zhang, S., Liu, H. M., Zhang, Y. B., Blair, 

C. A., Mercola, D., Sassone-Corsi, P., and Zi, X. 

(2013) Histone lysine-specific methyltransferases and 

demethylases in carcinogenesis: new targets for cancer 

therapy and prevention, Curr. Cancer Drug Targets, 13, 

558-579, doi: 10.2174/1568009611313050007.

 2. Zhao, S., Allis, C. D., and Wang, G. G. (2021) 

The  language of chromatin modification in human 

cancers, Nat. Rev. Cancer, 21, 413-430, doi:  10.1038/

s41568-021-00357-x.

 3. Lam, U. T. F., Tan, B. K. Y., Poh, J. J. X., and Chen, 

E.  S. (2022) Structural and functional specificity of 

H3K36 methylation, Epigenetics Chromatin, 15, 17, 

doi: 10.1186/s13072-022-00446-7.

 4. Greer, E. L., and Shi, Y. (2012) Histone methyla-

tion: a dynamic mark in health, disease and inher-



МАКСИМОВА и др.1200

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

itance, Nat. Rev. Genet., 13, 343-357, doi:  10.1038/

nrg3173.

 5. Santos-Rosa, H., Schneider, R., Bannister, A. J., 

Sherriff, J., Bernstein, B. E., Emre, N. C., Schreiber, 

S.  L., Mellor, J., and Kouzarides, T. (2002) Active 

genes are tri-methylated at K4 of histone H3, Nature, 

419, 407-411, doi: 10.1038/nature01080.

 6. Farooq, Z., Banday, S., Pandita, T. K., and Altaf, M. 

(2016) The many faces of histone H3K79 methylation, 

Mutat. Res. Rev. Mutat. Res., 768, 46-52, doi: 10.1016/

j.mrrev.2016.03.005.

 7. Cutter DiPiazza, A. R., Taneja, N., Dhakshna-

moorthy, J., Wheeler, D., Holla, S., and Grewal, 

S. I. S. (2021) Spreading and epigenetic inheritance of 

heterochromatin require a critical density of histone H3 

lysine  9 tri-methylation, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 

118, e2100699118, doi: 10.1073/pnas.2100699118.

 8. Schotta, G., Lachner, M., Sarma, K., Ebert, A., 

Sengupta, R., Reuter, G., Reinberg, D., and 

Jenuwein, T. (2004) A  silencing pathway to induce 

H3-K9 and H4-K20 trimethylation at constitutive 

heterochromatin, Genes Dev., 18, 1251-1262, 

doi: 10.1101/gad.300704.

 9. Padeken, J., Methot, S. P., and Gasser, S. M. (2022) 

Establishment of H3K9-methylated heterochro-

matin and its functions in tissue differentiation and 

maintenance, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 23, 623-640, 

doi: 10.1038/s41580-022-00483-w.

 10. Murakami, Y. (2013) Heterochromatin and Euchroma-

tin, in Encyclopedia of Systems Biology (Dubitzky, W., 

Wolkenhauer, O., Cho, K.-H., and Yokota, H. eds) 

Springer New York, New York, NY, pp.  881-884, 

doi: 10.1007/978-1-4419-9863-7_1413.

 11. Dimitrova, E., Turberfield, A. H., and Klose, R. J. 

(2015) Histone demethylases in chromatin biology and 

beyond, EMBO Rep., 16, 1620-1639, doi:  10.15252/

embr.201541113.

 12. Taylor-Papadimitriou, J., and Burchell, J. M. (2022) 

Histone methylases and demethylases regulating 

antagonistic methyl marks: changes occurring in 

cancer, Cells, 11, 1113, doi: 10.3390/cells11071113.

 13. Chen, Y., Ren, B., Yang, J., Wang, H., Yang, G., 

Xu, R., You, L., and Zhao, Y. (2020) The  role of 

histone methylation in the development of digestive 

cancers: a potential direction for cancer management, 

Signal. Transduct. Target Ther., 5, 143, doi:  10.1038/

s41392-020-00252-1.

 14. Yang, Y., Zhang, M., and Wang, Y. (2022) The roles of 

histone modifications in tumorigenesis and associated 

inhibitors in cancer therapy, J. Natl. Cancer Center, 2, 

277-290, doi: 10.1016/j.jncc.2022.09.002.

 15. Lee, S. H., Li, Y., Kim, H., Eum, S., Park, K., and 

Lee, C.  H. (2022) The  role of EZH1 and EZH2 in 

development and cancer, BMB Rep., 55, 595-601, 

doi: 10.5483/BMBRep.2022.55.12.174.

 16. Duan, D., Shang, M., Han, Y., Liu, J., Liu, J., Kong, 

S. H., Hou, J., Huang, B., Lu, J., and Zhang, Y. (2022) 

EZH2-CCF-cGAS Axis Promotes Breast Cancer 

Metastasis, Int.  J. Mol. Sci., 23, 1788, doi:  10.3390/

ijms23031788.

 17. Entezari, M., Taheriazam, A., Paskeh, M. D. A., 

Sabouni, E., Zandieh, M. A., Aboutalebi, M., 

Kakavand, A., Rezaei, S., Hejazi, E. S., Saebfar, H., 

Salimimoghadam, S., Mirzaei, S., Hashemi, M., 

and Samarghandian, S. (2023) The  pharmacological 

and biological importance of EZH2 signaling in 

lung cancer, Biomed. Pharmacother., 160, 114313, 

doi: 10.1016/j.biopha.2023.114313.

 18. Zakharova, V. V., Magnitov, M. D., Del Maestro, L., 

Ulianov, S. V., Glentis, A., Uyanik, B., Williart, A., 

Karpukhina, A., Demidov, O., Joliot, V., Vassetzky, Y. S., 

Mege, R. M., Piel, M., Razin, S. V., and Ait-Si-Ali, S. 

(2022) SETDB1 fuels the lung cancer phenotype by 

modulating epigenome, 3D genome organization and 

chromatin mechanical properties, Nucleic Acids Res., 

50, 4389-4413, doi: 10.1093/nar/gkac234.

 19. Liu, Z., Liu, J., Ebrahimi, B., Pratap, U. P., He, Y., 

Altwegg, K. A., Tang, W., Li, X., Lai, Z., Chen, Y., 

Shen, L., Sareddy, G.  R., Viswanadhapalli, S., 

Tekmal, R.  R., Rao, M.  K., and Vadlamudi, R.  K. 

(2022) SETDB1 interactions with PELP1 contributes 

to breast cancer endocrine therapy resistance, Breast 
Cancer Res., 24, 26, doi: 10.1186/s13058-022-01520-4.

 20. Zhang, L., Tian, S., Zhao, M., Yang, T., Quan, S., Song, L., 

and Yang, X. (2021) SUV39H1-mediated DNMT1 is 

involved in the epigenetic regulation of Smad3 in cer-

vical cancer, Anticancer Agents Med. Chem., 21, 756-

765, doi: 10.2174/1871520620666200721110016.

 21. Saha, N., and Muntean, A. G. (2021) Insight into the 

multi-faceted role of the SUV family of H3K9 methyl-

transferases in carcinogenesis and cancer progression, 

Biochim. Biophys. Acta Rev. Cancer, 1875, 188498, 

doi: 10.1016/j.bbcan.2020.188498.

 22. Vougiouklakis, T., Sone, K., Saloura, V., Cho, H. S., Su-

zuki, T., Dohmae, N., Alachkar, H., Nakamura, Y., and 

Hamamoto, R. (2015) SUV420H1 enhances the phospho-

rylation and transcription of ERK1 in cancer cells, On-
cotarget, 6, 43162-43171, doi: 10.18632/oncotarget.6351.

 23. Moshiri, A., Cheng, H., Kim, S., and Saloura, V. J. 

(2023) SUV420H1 as a novel target in HPV-negative 

head and neck squamous cell carcinoma, Cancer Res., 

83, 6284, doi: 10.1158/1538-7445.AM2023-6284.

 24. Viotti, M., Wilson, C., McCleland, M., Koeppen, H., 

Haley, B., Jhunjhunwala, S., Klijn, C., Modrusan, Z., 

Arnott, D., Classon, M., Stephan, J. P., and Mellman, I. 

(2018) SUV420H2 is an epigenetic regulator of epithe-

lial/mesenchymal states in pancreatic cancer, J.  Cell 
Biol., 217, 763-777, doi: 10.1083/jcb.201705031.

 25. Nachiyappan, A., Gupta, N., and Taneja, R. (2022) 

EHMT1/EHMT2 in EMT, cancer stemness and 

drug resistance: emerging evidence and mechanisms, 

FEBS J., 289, 1329-1351, doi: 10.1111/febs.16334.

 26. Alexandrova, E., Salvati, A., Pecoraro, G., Lamberti, J., 

Melone, V., Sellitto, A., Rizzo, F., Giurato, G., 



НОВЫЙ МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ВОРИНОСТАТА 1201

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

Tarallo, R., Nassa, G., and Weisz, A. (2022) Histone 

methyltransferase DOT1L as a promising epigenetic 

target for treatment of solid tumors, Front. Genet., 13, 

864612, doi: 10.3389/fgene.2022.864612.

 27. Wu, Y., Wang, Z., Han, L., Guo, Z., Yan, B., Guo, L., 

Zhao, H., Wei, M., Hou, N., Ye, J., Wang, Z., Shi, C., 

Liu, S., Chen, C., Chen, S., Wang, T., Yi, J., Zhou, J., 

Yao, L., Zhou, W., et  al. (2022) PRMT5 regulates 

RNA m6A demethylation for doxorubicin sensitivity in 

breast cancer, Mol. Ther., 30, 2603-2617, doi: 10.1016/

j.ymthe.2022.03.003.

 28. Chen, Z., Gan, J., Wei, Z., Zhang, M., Du, Y., 

Xu, C., and Zhao, H. (2022) The  emerging role 

of PRMT6 in cancer, Front Oncol, 12, 841381, 

doi: 10.3389/fonc.2022.841381.

 29. Jiang, H., Li, Y., Xiang, X., Tang, Z., Liu, K., Su, 

Q., Zhang, X., and Li, L. (2021) Chaetocin: A  re-

view of its anticancer potentials and mechanisms, 

Eur.  J. Pharmacol., 910, 174459, doi:  10.1016/

j.ejphar.2021.174459.

 30. Zhang, S., Guo, J., Zhang, H., Tong, L., and 

Zhang, L. (2023) Gliotoxin induced ferroptosis by 

downregulating SUV39H1 expression in esophageal 

cancer cells, Recent Pat. Anticancer Drug Discov., 18, 

397-407, doi: 10.2174/1574892817666220905114120.

 31. Rahman, Z., Bazaz, M. R., Devabattula, G., Khan, 

M. A., and Godugu, C. (2021) Targeting H3K9 meth-

yltransferase G9a and its related molecule GLP as a 

potential therapeutic strategy for cancer, J.  Biochem. 
Mol. Toxicol., 35, e22674, doi: 10.1002/jbt.22674.

 32. Lin, H. Y., Wu, H. J., Chen, S. Y., Hou, M. F., Lin, 

C. S., and Chu, P. Y. (2022) Epigenetic therapy com-

bination of UNC0638 and CI-994 suppresses breast 

cancer via epigenetic remodeling of BIRC5 and 

GADD45A, Biomed. Pharmacother., 145, 112431, 

doi: 10.1016/j.biopha.2021.112431.

 33. Rugo, H. S., Jacobs, I., Sharma, S., Scappaticci, F., 

Paul, T. A., Jensen-Pergakes, K., and Malouf, G. G. 

(2020) The  promise for histone methyltransferase 

inhibitors for epigenetic therapy in clinical oncology: 

a narrative review, Adv. Ther., 37, 3059-3082, 

doi: 10.1007/s12325-020-01379-x.

 34. Stein, E. M., Garcia-Manero, G., Rizzieri, D. A., 

Tibes, R., Berdeja, J. G., Savona, M. R., Jongen-

Lavrenic, M., Altman, J. K., Thomson, B., Blakemore, 

S. J., Daigle, S. R., Waters, N. J., Suttle, A. B., 

Clawson, A., Pollock, R., Krivtsov, A., Armstrong, 

S. A., DiMartino, J., Hedrick, E., Lowenberg, B., 

and Tallman, M. S. (2018) The  DOT1L inhibitor 

pinometostat reduces H3K79 methylation and has 

modest clinical activity in adult acute leukemia, Blood, 

131, 2661-2669, doi: 10.1182/blood-2017-12-818948.

 35. Marzochi, L. L., Cuzziol, C. I., Nascimento Filho, C., 

Dos Santos, J. A., Castanhole-Nunes, M.  M.  U., 

Pavarino, E.  C., Guerra, E.  N.  S., and Goloni-

Bertollo, E. M. (2023) Use of histone methyltransferase 

inhibitors in cancer treatment: a systematic review, 

Eur.  J. Pharmacol., 944, 175590, doi:  10.1016/j.

ejphar.2023.175590.

 36. Hoy, S. M. (2020) Tazemetostat: first approval, Drugs, 

80, 513-521, doi: 10.1007/s40265-020-01288-x.

 37. Richon, V. M. (2006) Cancer biology: mechanism of 

antitumour action of vorinostat (suberoylanilide hy-

droxamic acid), a novel histone deacetylase inhibitor, 

Br. J. Cancer, 95, S2-S6, doi: 10.1038/sj.bjc.6603463.

 38. Siegel, D., Hussein, M., Belani, C., Robert, F., 

Galanis, E., Richon, V. M., Garcia-Vargas, J., Sanz-

Rodriguez, C., and Rizvi, S. (2009) Vorinostat in solid 

and hematologic malignancies, J. Hematol. Oncol., 2, 

31, doi: 10.1186/1756-8722-2-31.

 39. Singh, B. N., Zhang, G., Hwa, Y. L., Li, J., Dowdy, 

S.  C., and Jiang, S.  W. (2010) Nonhistone protein 

acetylation as cancer therapy targets, Expert Rev. 
Anticancer Ther., 10, 935-954, doi: 10.1586/era.10.62.

 40. Lee, Y. J., Won, A. J., Lee, J., Jung, J. H., Yoon, S., 

Lee, B. M., and Kim, H. S. (2012) Molecular mech-

anism of SAHA on regulation of autophagic cell death 

in tamoxifen-resistant MCF-7 breast cancer cells, 

Int. J. Med. Sci., 9, 881-893, doi: 10.7150/ijms.5011.

 41. Brown, S., Pawlyn, C., Tillotson, A.-L., Sherratt, D., 

Flanagan, L., Low, E., Morgan, G. J., Williams, C., 

Kaiser, M., Davies, F.  E., and Jenner, M.  W. (2021) 

Bortezomib, vorinostat, and dexamethasone combina-

tion therapy in relapsed myeloma: results of the phase 2 

MUK four trial, Clin. Lymphoma Myeloma Leuk., 21, 

154-161.e153, doi: 10.1016/j.clml.2020.11.019.

 42. Bilotti, E., Vesole, D. H., McBride, L., Schmidt, L., 

Gao, Z., Gilani, M., McNeill, A., Bednarz, U., 

Richter, J., Mato, A., Graef, T., and Siegel, D.  S. 

(2016) Vorinostat in combination with lenalidomide 

and dexamethasone in lenalidomide-refractory mul-

tiple myeloma, Clin. Lymphoma Myeloma Leuk., 16, 

558-562, doi: 10.1016/j.clml.2016.08.001.

 43. Wang, Y., Janku, F., Piha-Paul, S., Hess, K., Broad-

dus, R., Liu, L., Shi, N., Overman, M., Kopetz, S., 

Subbiah, V., Naing, A., Hong, D., Tsimberidou, 

A. M., Karp, D., Yao, J., and Fu, S. (2020) Phase  I 

studies of vorinostat with ixazomib or pazopanib imply 

a role of antiangiogenesis-based therapy for TP53 

mutant malignancies, Sci. Rep., 10, 3080, doi: 10.1038/

s41598-020-58366-z.

 44. Prebet, T., Braun, T., Beyne-Rauzy, O., Dreyfus, F., 

Stammatoullas, A., Wattel, E., Ame, S., Raffoux, E., 

Delaunay, J., Charbonnier, A., Ades, L., Fenaux, P., 

and Vey, N. (2014) Combination of vorinostat and low 

dose cytarabine for patients with azacitidine-refracto-

ry/relapsed high risk myelodysplastic syndromes, Leuk. 
Res., 38, 29-33, doi: 10.1016/j.leukres.2013.07.023.

 45. DuBois, S. G., Granger, M. M., Groshen, S., 

Tsao-Wei, D., Ji, L., Shamirian, A., Czarnecki, S., 

Goodarzian, F., Berkovich, R., Shimada, H., 

Villablanca, J. G., Vo, K. T., Pinto, N., Mosse, Y. P., 

Maris, J. M., Shusterman, S., Cohn, S. L., Goldsmith, 

K. C., Weiss, B., Yanik, G. A., Twist, C. J., Irwin, M. S., 

11



МАКСИМОВА и др.1202

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

Haas-Kogan, D.  A., Park, J.  R., Marachelian, A., 

and Matthay, K. K. (2021) Randomized phase II trial 

of MIBG versus MIBG, vincristine, and irinotecan 

versus MIBG and vorinostat for patients with 

relapsed or refractory neuroblastoma: a report from 

NANT consortium, J.  Clin. Oncol., 39, 3506-3514, 

doi: 10.1200/JCO.21.00703.

 46. Huang, P. H., Chen, C. H., Chou, C. C., Sargeant, 

A. M., Kulp, S.  K., Teng, C.  M., Byrd, J.  C., and 

Chen, C. S. (2011) Histone deacetylase inhibitors stim-

ulate histone H3 lysine 4 methylation in part via tran-

scriptional repression of histone H3 lysine 4 demeth-

ylases, Mol. Pharmacol., 79, 197-206, doi:  10.1124/

mol.110.067702.

 47. Li, C. T., Hsiao, Y. M., Wu, T. C., Lin, Y. W., Yeh, 

K.  T., and Ko, J.  L. (2011) Vorinostat, SAHA, re-

presses telomerase activity via epigenetic regulation 

of telomerase reverse transcriptase in non-small cell 

lung cancer cells, J.  Cell Biochem., 112, 3044-3053, 

doi: 10.1002/jcb.23229.

 48. Natarajan, U., Venkatesan, T., and Rathinavelu, A. 

(2021) Effect of the HDAC inhibitor on histone 

acetylation and methyltransferases in A2780 ovarian 

cancer cells, Medicina (Kaunas), 57, 456, doi: 10.3390/

medicina57050456.

 49. Nordstrom, L., Andersson, E., Kuci, V., Gustavsson, E., 

Holm, K., Ringner, M., Guldberg, P., and Ek, S. 

(2015) DNA methylation and histone modifications 

regulate SOX11 expression in lymphoid and solid 

cancer cells, BMC Cancer, 15, 273, doi:  10.1186/

s12885-015-1208-y.

 50. Poleshko, A., Einarson, M. B., Shalginskikh, N., 

Zhang, R., Adams, P.  D., Skalka, A.  M., and Katz, 

R.  A. (2010) Identification of a functional network 

of human epigenetic silencing factors, J. Biol. Chem., 

285, 422-433, doi: 10.1074/jbc.M109.064667.

 51. Maksimova, V., Shalginskikh, N., Vlasova, O., Usalka, O., 

Beizer, A., Bugaeva, P., Fedorov, D., Lizogub, O., Le-

sovaya, E., Katz, R., Belitsky, G., Kirsanov, K., and 

Yakubovskaya, M. (2021) HeLa  TI cell-based assay 

as a new approach to screen for chemicals able to 

reactivate the expression of epigenetically silenced 

genes, PLoS One, 16, e0252504, doi: 10.1371/journal.

pone.0252504.

 52. Kruger, N. J. (2009) The  Bradford Method For 

Protein Quantitation, in The Protein Protocols 
Handbook (Walker, J. M., ed.) Humana Press, Totowa, 

NJ, pp. 17-24, doi: 10.1007/978-1-59745-198-7_4.

 53. Suzuki, T., Kasuya, Y., Itoh, Y., Ota, Y., Zhan, P., 

Asamitsu, K., Nakagawa, H., Okamoto, T., and 

Miyata, N. (2013) Identification of highly selective and 

potent histone deacetylase 3 inhibitors using click chem-

istry-based combinatorial fragment assembly, PLoS 
One, 8, e68669, doi: 10.1371/journal.pone.0068669.

 54. Kurundkar, D., Srivastava, R. K., Chaudhary, S. C., 

Ballestas, M.  E., Kopelovich, L., Elmets, C.  A., and 

Athar, M. (2013) Vorinostat, an HDAC inhibitor 

attenuates epidermoid squamous cell carcinoma growth 

by dampening mTOR signaling pathway in a human 

xenograft murine model, Toxicol. Appl. Pharmacol., 
266, 233-244, doi: 10.1016/j.taap.2012.11.002.

 55. Poleshko, A., Kossenkov, A. V., Shalginskikh, N., 

Pecherskaya, A., Einarson, M.  B., Skalka, A.  M., 

and Katz, R.  A. (2014) Human factors and pathways 

essential for mediating epigenetic gene silencing, 

Epigenetics, 9, 1280-1289, doi: 10.4161/epi.32088.

 56. Xiao, W., Chen, X., Liu, X., Luo, L., Ye, S., and Liu, Y. 

(2014) Trichostatin A, a histone deacetylase inhibitor, 

suppresses proliferation and epithelial-mesenchymal 

transition in retinal pigment epithelium cells, J.  Cell. 
Mol. Med., 18, 646-655, doi: 10.1111/jcmm.12212.

 57. Christman, J. K. (2002) 5-Azacytidine and 5-aza-2′-

deoxycytidine as inhibitors of DNA methylation: 

mechanistic studies and their implications for can-

cer therapy, Oncogene, 21, 5483-5495, doi:  10.1038/

sj.onc.1205699.

 58. Jin, M. Z., Xia, B. R., Xu, Y., and Jin, W.  L. (2018) 

Curaxin CBL0137 exerts anticancer activity via diverse 

mechanisms, Front. Oncol., 8, 598, doi:  10.3389/

fonc.2018.00598.

 59. Zhou, D., Park, J. G., Wu, Z., Huang, H., Fiches, 

G. N., Biswas, A., Li, T. W., Ma, Q., Martinez-

Sobrido, L., Santoso, N., and Zhu, J. (2021) FACT 

subunit SUPT16H associates with BRD4 and con-

tributes to silencing of antiviral interferon signaling, 

bioRxiv, doi: 10.1101/2021.04.21.440833.

 60. Gabellini, D., and Pedrotti, S. (2022) The SUV4-

20H histone methyltransferases in health and disease, 

Int. J. Mol. Sci., 23, 4736, doi: 10.3390/ijms23094736.

 61. Lachner, M., O’Carroll, D., Rea, S., Mechtler, K., 

and Jenuwein,  T. (2001) Methylation of histone  H3 

lysine 9 creates a binding site for HP1 proteins, Nature, 

410, 116-120, doi: 10.1038/35065132.

 62. Ren, W., Fan, H., Grimm, S. A., Kim, J. J., Li, L., 

Guo, Y., Petell, C. J., Tan, X.-F., Zhang, Z.-M., 

Coan, J. P., Yin, J., Kim, D. I., Gao, L., Cai, L., 

Khudaverdyan, N., Çetin, B., Patel, D. J., Wang, Y., 

Cui,  Q., Strahl, B.  D., Gozani, Or, Miller, K. M., 

O’Leary, S. E., Wade, P. A., Wang, G. G., and Song, J. 

(2021) DNMT1 reads heterochromatic H4K20me3 to 

reinforce LINE-1 DNA methylation, Nat. Commun., 

12, 2490, doi: 10.1038/s41467-021-22665-4.

 63. Dang-Nguyen, T. Q., Haraguchi, S., Furusawa, T., 

Somfai, T., Kaneda, M., Watanabe, S., Akagi, S., 

Kikuchi, K., Tajima, A., and Nagai, T. (2013) Down-

regulation of histone methyltransferase genes SUV39H1 

and SUV39H2 increases telomere length in embryonic 

stem-like cells and embryonic fibroblasts in pigs, J. Re-
prod. Dev., 59, 27-32, doi: 10.1262/jrd.2012-118.

 64. Abini-Agbomson, S., Gretarsson, K., Shih, R. M., 

Hsieh, L., Lou, T., Ioannes, P. D., Vasilyev, N., Lee, R., 

Wang, M., Simon, M., Armache, J.-P., Nudler, E., 

Narlikar, G., Liu, S., Lu, C., and Armache, K.-J. 

(2023) Catalytic and non-catalytic mechanisms of 



НОВЫЙ МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ВОРИНОСТАТА 1203

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

histone  H4 lysine  20 methyltransferase SUV420H1, 

bioRxiv, doi: 10.1101/2023.03.17.533220.

 65. Nicetto, D., and Zaret, K. S. (2019) Role of H3K9me3 

heterochromatin in cell identity establishment and 

maintenance, Curr. Opin. Genet. Dev., 55, 1-10, 

doi: 10.1016/j.gde.2019.04.013.

 66. Tachibana, M., Matsumura, Y., Fukuda, M., Kimu-

ra, H., and Shinkai, Y. (2008) G9a/GLP complexes 

independently mediate H3K9 and DNA methylation 

to silence transcription, EMBO  J., 27, 2681-2690, 

doi: 10.1038/emboj.2008.192.

 67. Shah, S., and Henriksen, M. A. (2011) A  novel dis-

rupter of telomere silencing 1-like (DOT1L) in-

teraction is required for signal transducer and 

activator of transcription 1 (STAT1)-activated gene ex-

pression, J. Biol. Chem., 286, 41195-41204, doi: 10.1074/

jbc.M111.284190.

 68. Song, Y., Wu, F., and Wu, J. (2016) Targeting histone 

methylation for cancer therapy: enzymes, inhibitors, 

biological activity and perspectives, J. Hematol. Oncol., 
9, 49, doi: 10.1186/s13045-016-0279-9.

 69. Pokholok, D. K., Harbison, C. T., Levine, S., 

Cole, M., Hannett, N. M., Lee, T. I., Bell, G. W., 

Walker, K., Rolfe, P.  A., Herbolsheimer, E., Zeit-

linger, J., Lewitter, F., Gifford, D.  K., and Young, 

R.  A. (2005) Genome-wide map of nucleosome 

acetylation and methylation in yeast, Cell, 122, 517-

527, doi: 10.1016/j.cell.2005.06.026.

 70. Shi, B., Behrens, C., Vaghani, V., Riquelme, E. M., 

Rodriguez-Canales, J., Kadara, H., Lin, H., Lee, J., 

Liu, H., Wistuba, I., and Simon, G. (2019) Oncogenic 

enhancer of zeste homolog 2 is an actionable target in 

patients with non-small cell lung cancer, Cancer Med., 

8, 6383-6392, doi: 10.1002/cam4.1855.

 71. Petruccelli, L. A., Dupere-Richer, D., Pettersson, F., 

Retrouvey,  H., Skoulikas,  S., and Miller, W.  H.,  Jr. 

(2011) Vorinostat induces reactive oxygen species and 

DNA damage in acute myeloid leukemia cells, PLoS 
One, 6, e20987, doi: 10.1371/journal.pone.0020987.

 72. Attia, S. M., Al-Khalifa, M. K., Al-Hamamah, M. A., 

Alotaibi, M. R., Attia, M. S. M., Ahmad, S.  F., 

Ansari, M.  A., Nadeem, A., and Bakheet, S.  A. 

(2020) Vorinostat is genotoxic and epigenotoxic in 

the mouse bone marrow cells at the human equivalent 

doses, Toxicology, 441, 152507, doi:  10.1016/j.tox.

2020.152507.

HISTONE METHYLTRANSFERASES 
AS A NEW TARGET FOR THE EPIGENETIC ACTION BY VORINOSTAT

V. P. Maksimova1#, J. V. Makus1,2#, V. G. Popova1,3, A. Yu. Prus1,4, O. G. Usalka1,5, 
E. S. Trapeznikova5, E. M. Zhidkova1, G. A. Belitsky1, 

M. G. Yakubovskaya1, and K. I. Kirsanov1,2*

1 National Medical Research Center of Oncology named after N. N. Blokhin, 
115478 Moscow, Russia; e-mail: kkirsanov85@yandex.ru

2 Peoples’ Friendship University of Russia, 117198 Moscow, Russia
3 Russian University of Chemical Technology named after D. I. Mendeleev, 125047 Moscow, Russia

4 MIREA – Russian Technological University, 119571 Moscow, Russia
5 I. M. Sechenov First Moscow State Medical University 
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Aberrant methylation and acetylation of histones are characteristic changes in the system of epigenetic reg-
ulation of gene expression accompanying the process of malignant transformation of the cell. Vorinostat is 
the epigenetic modulator that actively used in clinical oncology practice. The antitumor activity of vorinos-
tat is considered to be associated with only with the inhibition of histone deacetylases. The effects of this 
drug on histone methylation have not been sufficiently studied. Using the HeLa TI test system, which allows 
evaluating the integral effect of epigenetically active compounds by activating the expression of the reporter 
gene GFP, and knockdown of genes by small interfering RNAs, we showed that the inhibitory effect of vori-
nostat is directed not only at HDAC1, but also at EZH2, SUV39H1, SUV39H2, SUV420H1. Using Western 
blotting, the ability of vorinostat to suppress the expression of enzymes EZH2, SUV39H1/2, SUV420H1 
was confirmed and, in addition, its ability to inhibit the expression of enzymes SUV420H2 and DOT1L was 
revealed. The data obtained expand the understanding of the epigenetic effects of vorinostat and demon-
strate the need for a large-scale analysis of its activity in relation to other epigenetic enzymes. A detailed 
understanding of the mechanism of epigenetic action of vorinostat will contribute to its more adequate use 
in the treatment of tumors with an aberrant epigenetic profile.

Keywords: malignant neoplasms with aberrant epigenetic profile, vorinostat, SAHA, histone methylation, histone 
methyltransferases (HMTs), HeLa TI test system, SUV39H1, SUV39H2, EZH2, SUV420H1, SUV420H2, DOT1L
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Опухолевые стволовые клетки (ОСК), их свойства и взаимодействие с микроокружением пред-
ставляют интерес для современной медицины и биологии. Существует множество исследований 
возникновения ОСК и их вовлечённости в патогенез опухоли. Важнейшее свойство, присущее 
ОСК – это стволовость. Стволовость сочетает в себе способность клетки сохранять свою плюри-
потентность, давать начало дифференцированным клеткам и взаимодействовать с окружающей 
средой для поддержания баланса между покоем, пролиферацией и регенерацией. В то время как 
взрослые стволовые клетки проявляют эти свойства, участвуя в гомеостазе тканей, ОСК ведут себя 
как их злокачественные эквиваленты. Высокая устойчивость опухоли к терапии, способность диф-
ференцироваться, активировать ангиогенез и метастазирование возникает именно за счёт ство-
ловости ОСК. Данные клетки могут использоваться в качестве мишени при терапии различных 
типов рака. Для изучения биологии рака и поиска новых терапевтических стратегий необходимы 
лабораторные модели. Перспективным направлением являются трёхмерные модели опухолей 
или сфероиды. В таких моделях формируются свойства, напоминающие стволовость в естествен-
ной опухоли. С помощью модификации сфероидов становится возможным исследовать влияние 
терапии на ОСК, тем самым способствуя развитию тест-систем противоопухолевых лекарствен-
ных средств. В обзоре рассматривается ниша ОСК, возможность их исследования с помощью ис-
пользования трёхмерных сфероидов и существующие маркеры для оценки такого свойства ОСК, 
как стволовость.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: опухолевые стволовые клетки, стволовость, злокачественные новообразования, 
опухолевые сфероиды, микроокружение опухоли, факторы транскрипции, тест-система.

DOI: 10.31857/S0320972523070102, EDN: FXXZAF

Принятые сокращения: МО – микроокружение опухоли; МСК – мезенхимные стволовые клетки; ОСК – опухоле-
вые стволовые клетки; СК – стволовые клетки; ЭМП – эпителиально-мезенхимный переход; ALDH – альдегиддегидро-
геназа; EpCAM – молекула адгезии эпителиальных клеток.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Опухолевые стволовые клетки (ОСК) – не-
большая субпопуляция опухолевых клеток  [1–3], 
которая обладает свойствами стволовых кле-
ток (СК)  [4,  5]. СК и ОСК имеют сходства и 
различия. К сходствам можно отнести иден-
тичность маркеров клеточной поверхности, 
а также способность к дифференцировке и 
самообновлению c помощью использования 
общих сигнальных путей [6]. Одним из разли-
чий между СК и ОСК является степень их за-

висимости от ниши, в которой они находятся. 
ОСК могут изменять свою нишу с помощью 
сигналов, стимулирующих пролиферацию, в 
отличие от СК. СК стабильны и содержат нор-
мальный диплоидный геном, но ОСК явля-
ются анеуплоидными с хромосомными пере-
стройками. Кроме того, СК, как правило, на-
ходятся в состоянии покоя и имеют относи-
тельно длинные теломеры, что нехарактерно 
для ОСК.

Наличие ОСК в опухолевой ткани обуслав-
ливает образование фенотипически различных 
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субклонов и приводит к дифференцированно-
му клеточному составу опухоли  [7]. Различие 
между ростом опухоли и обновлением ткани с 
участием СК заключается в дальнейшем пути 
развития транзитно-амплифицирующих кле-
ток: обычно они дифференцируются и поги-
бают, но в случае с опухолевыми клетками они 
накапливаются в организме и ускоряют опухо-
левый рост [8].

В отличие от дифференцированных опу-
холевых клеток, составляющих значительную 
часть опухоли и использующих гликолиз как 
способ получения энергии, ОСК обладают от-
чётливым метаболическим фенотипом, кото-
рый, в зависимости от типа рака, может быть 
«гликолитическим» или присущим обычным 
клеткам – с сохранением окислительного фос-
форилирования  [9]. Отличием ОСК является 
онкогенная активность, позволяющая им об-
разовывать опухоли при трансплантации ла-
бораторным животным, что невозможно при 
трансплантации нормальных СК [10].

ОСК могут влиять на метаболизм сосед-
них клеток, снабжать их питательными веще-
ствами и создавать благоприятные условия для 
роста опухоли. Наличие ОСК в микроокруже-
нии опухоли (МО) приводит к образованию 
гетерогенных клеточных популяций с высоким 
потенциалом пластичности  [11,  12] и высокой 
устойчивостью к стрессовым факторам в МО 
(таких как низкий уровень кислорода или пи-
тательных веществ) [13, 14].

Доля ОСК в опухолевых тканях очень мала 
и обычно составляет не более 2% от общей 
массы опухоли. Для ОСК характерно наличие 
определённых маркеров, зависящих от типа 
ткани, в которой они располагаются (табл. 1). 
Около 73% поверхностных маркеров ОСК при-
сутствует на мембранах эмбриональных клеток 
или СК взрослого организма и редко экспрес-
сируется на мембранах дифференцированных 
клеток  [15]. Показано, что лейкозные СК об-
ладают фенотипом CD34+CD38−, отсутствие 
CD38 отличает эти клетки от нормальных 
гемопоэтических СК (ГСК)  [16]. Singh et  al. 
показали присутствие CD133+ ОСК в опухолях 
глиобластомы  [17], которые имеют устойчи-
вость к химиотерапевтическому агенту темозо-
ломиду, в отличие от CD133− клеток [18].

Кроме того, маркерами ОСК могут являть-
ся не только поверхностные антигены, но и 
микроРНК (miR-21, miR-210, miR-34a, miR-16 
и др.) [45].

Стволовость относится к общим молеку-
лярным процессам, лежащим в основе свойств 
самообновления СК и генерации дифферен-
цированного потомства. Стволовость позво-
ляет поддерживать популяцию клеток и баланс 
между покоем, пролиферацией и регенераци-
ей [46]. Известно, что стволовость опухолевых 
клеток проявляется в сохранении наследствен-
ности, способности переживать стресс и влия-
ние химиотерапевтических препаратов и явля-
ется ключевым признаком прогрессирования 

Таблица 1. Специфические маркеры ОСК для различных типов онкологических заболеваний

Маркеры ОСК Орган Литература

CD133+, CD49f+, CD90+, рецептор эпидермального фактора роста (EGFR+), 
нейронспецифический антиген A2B5+, молекула адгезии клеток L1 (L1CAM+)

головной мозг [19–23]

CD133+, CD24+, альдегиддегидрогеназа (ALDH+), CD44+/CD117+, 
молекула адгезии эпителиальных клеток (EpCAM+)

яичники [19, 24–26]

CD133+, EpCAM+, CD117+, α2β1+, ALDH+, CD44+, гистон-лизин-N-
метилтрансфераза EZH2+, C-X-C хемокиновый рецептор 4 типа (CXCR4+), 
E-кадгерин (ECAD+)

предстательная 
железа

[19, 27–29]

CD133+, CD44+, CD166+, CD24+, EpCAM+ толстая кишка [19, 30, 31]

CD133+, CD44+, CD24+, EpCAM+, тирозин-протеинкиназа cMet+ поджелудочная 
железа

[19, 32–34]

CD44+, CD90+, CD206+, антиген OV-6+ печень [19, 35–37]

CD20+, CD271+, ALDH+, CD133+ кожа [19, 38, 39]

CD133+, ATP-связывающий кассетный транспортёр ABCG2high, CD166+, 
CD90+, CD87+, ALDH+, CD44+ лёгкие [19, 40–42]

ALDH1+, CD24+, CD44+, CD90+, CD133+, α6-интегрин+ молочная 
железа

[19, 43, 44]
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онкологического заболевания [47, 48]. Было по-
казано, что CD133+ СК карциномы толстой киш-
ки обладают устойчивостью к фторурацилу и 
оксалиплатину, в отличие от CD133− клеток [49].

Понимание генетических и эпигенетиче-
ских изменений в опухолевых клетках, пре-
вращающихся в стволовые, является ключом к 
разработке новых терапевтических подходов. 
Расширить знания о патофизиологии ОСК в 
опухоли могут качественные модельные си-
стемы, позволяющие получить прикладную 
информацию о молекулярных свойствах зло-
качественной опухоли  [46]. Ксенотрансплан-
таты хорошо зарекомендовали себя в каче-
стве модели для изучения устойчивости ОСК. 
Например, ксенотрансплантаты, полученные 
из опухолевой ткани поджелудочной железы 
пациентов и обработанные гемцитабином, 
проявляли устойчивость к терапевтическому 
агенту благодаря ОСК [50]. При Т-клеточном 
остром лимфобластном лейкозе ксенотранс-
плантаты имели более сильное генетическое 
сходство с образцами рецидива, чем с основной 
опухолью на момент постановки диагноза, что 
может означать естественный отбор резистент-
ных клонов при ксенотрансплантации [51].

На сегодняшний день пробелы в изучении 
стволовости опухолевых клеток ставят перед 
исследователями задачу ответить на ряд во-
просов, которые включают в себя следующие: 
насколько различны между собой СК опухоле-
вой и нормальной ткани, будут ли происходить 
изменения стволовости при длительном тече-
нии заболевания, есть ли различия стволово-
сти между типами опухолей одной ткани и как 
можно использовать это свойство для целей 
биологии и медицины [52].

ТРАНСКРИПЦИОННЫЕ ФАКТОРЫ 
И СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ СТВОЛОВОСТИ

Нарушение регуляции экспрессии и ак-
тивности факторов транскрипции в опухоли 
позволяет раковой клетке приобретать стволо-
вость, выражающуюся в способности к само-
обновлению, дифференцировке и образова-
нию опухолей in  vivo. Такие ОСК обладают 
значительным потенциалом метастазирования 
и устойчивости к терапии, для объяснения кото-
рых требуется глубокое понимание молекуляр-
ных механизмов изменения транскрипционных 
факторов, ассоциированных со стволовостью. 
К основным транскрипционным факторам, 
играющим ключевую роль в регуляции роста 
ОСК, относятся OCT4, SOX2, NANOG, KLF4 
и MYC [53].

OCT4 контролирует самообновление и 
поддерживает плюрипотентность СК  [54]. 
Сверхэкспрессия гена OCT4 описана при не-
которых типах онкологических заболеваний и 
способствует самообновлению СК и развитию 
лекарственной устойчивости  [55,  56]. Нокдаун 
OCT4 снижает стволовость опухолевых кле-
ток  [57]. Установлена корреляция между экс-
прессией OCT4 и метастазированием колорек-
тального рака в печень. Например, Fujino et al. 
исследовали клинические образцы и OCT4+ 
клетки колоректальной аденокарциномы. Уро-
вень экспрессии OCT4 коррелировал с часто-
той метастазирования в печень у пациентов, а 
OCT4+ клетки обладали способностью к само-
обновлению и дифференцировке аналогично 
ОСК [58]. Экспрессия OCT4 клетками рака лёг-
ких приводит к поляризации M2 макрофагов, 
индуцируя секрецию макрофагального коло-
ниестимулирующего фактора (M-CSF), что, в 
свою очередь, способствует росту опухоли и ме-
тастазированию [59].

SOX2 играет роль в развитии и поддержа-
нии стабильности недифференцированных эм-
бриональных СК (ЭСК), выполняет ключевые 
функции в регуляции пролиферации, самооб-
новлении и в других процессах в СК, а также 
участвует в развитии стволовости опухолевых 
клеток  [60,  61]. При трижды негативном раке 
молочной железы установлена сверхэкспрес-
сия гена SOX2. Подавление экспрессии SOX2 
приводило к снижению пролиферации клеток 
трижды негативного рака молочной железы, 
подавлению способности клеток к инвазии, 
индукции апоптоза in vitro и снижению роста и 
метастазирования опухоли in  vivo  [62]. На ксе-
нографтной модели мышей с остеосаркомой 
показано, что специфический для остеобластов 
условный нокаут SOX2 вызывает резкое сни-
жение частоты возникновения опухолей. Все 
вновь возникшие редкие опухоли, обнаружен-
ные у подопытных животных с нокаутом SOX2, 
были SOX2-позитивными, что указывает на 
то, что они возникли из клеток, избежавших 
делеции SOX2  [63]. При исследовании пациен-
тов на поздних стадиях рака толстой и прямой 
кишки, желудка, яичников, а также меланомы 
было обнаружено, что коэкспрессия CD133 и 
SOX2 связана с худшим прогнозом выживае-
мости [64].

NANOG является ключевым фактором для 
поддержания плюрипотентности и процесса 
самообновления ЭСК  [65] и часто сверхэкс-
прессируется при многих типах онкологиче-
ских заболеваний [66, 67]. При плоскоклеточ-
ном раке полости рта установлено повышение 
экспрессии NANOG с увеличением степени 
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Таблица 2. Влияние сигнальных путей на развитие онкологических заболеваний

Название 
сигнального пути

Функция Активация в опухолевых клетках Ссылки

Wnt/β-катенин
регулирует эмбриогенез 
и дифференцировку клеток

молочной железы, толстой кишки, 
пищевода

[84–90]

Notch
один из наиболее важных сигнальных 
путей поддержания стабильности 
и функционирования СК

молочной железы, желудка, 
поджелудочной железы, толстой 
кишки и гематологических 
злокачественных новообразований

[91–93]

Hedgehog

участвует в эмбриональном развитии, 
формировании различных систем 
организма, включая нервную систему, 
а также такие органы, как лёгкие, 
сердце и кишечник

лёгкого, молочной железы, кожи, 
головного мозга, печени, 
желчного пузыря, поджелудочной 
железы, желудка, толстой кишки, 
простаты и гематологических 
злокачественных новообразований

[94–99] 

NF-κB
участвует в выживании, 
пролиферации 
и дифференцировке клеток

желудочно-кишечного тракта, 
мочеполовой системы, головы и шеи, 
молочной железы

[100–102]

JAK/STAT
способствует выживанию, 
самообновлению, гематопоэзу 
и нейрогенезу ЭСК

лёгких, толстой кишки, печени [103–109]

PI3K/AKT/mTOR
важен для пролиферации 
и выживания клеток

молочной железы, лёгких, 
толстой кишки, костного мозга

[110–115]

Таблица 3. Белки и ферменты, участвующие в поддержании стволовости ОСК

Название Роль Ссылка

Галектин-3
играет роль в пролиферации клеток, динамической трансформа-
ции клеток, миграции и инвазии, выживании и апоптозе

[116]

Куллин 4B (CUL4B) стимулирует развитие и метастазирование рака толстой кишки [117]

Лизиндеметилаза 3A (KDM3A)
является критическим регулятором стволовости рака яичников 
и устойчивости к цисплатину

[118]

Фарнезилдифосфатсинтаза 
(FDPS)

играет важную роль в поддержании стволовости глиобластомы [119]

дисплазии, что может являться ранним пре-
диктором риска развития злокачественного 
новообразования [68]. Показано, что экспрес-
сия гена NANOG связана с повышенной актив-
ностью ALDH и клеточной радиорезистент-
ностью (посредством активации сигнальных 
путей NOTCH1 и AKT), а также со стимулиро-
ванием репарации двухцепочечных разрывов 
ДНК [69]. Доказано, что мутации в гене SPOP 
приводят к отмене SPOP-опосредованной де-
градации NANOG, тем самым вызывая уве-
личение синтеза маркеров СК опухолевыми 
клетками простаты и снижая выживаемость 
пациентов [70].

KLF4 играет важную роль в регуляции про-
лиферации, дифференцировки, апоптоза и ре-
программирования соматических клеток  [71]. 
KLF4 активирует экспрессию теломеразы об-
ратной транскриптазы (TERT) и способствует 
поддержанию плюрипотентности и самооб-
новления ЭСК [72]. KLF4 может играть двой-
ственную роль в канцерогенезе, либо стимули-
руя данный процесс, либо функционируя как 
онкосупрессор. Установлена сверхэкспрессия 
гена KLF4 при разных типах меланом челове-
ка. Эктопическая экспрессия KLF4 усиливает 
скорость деления клеток меланомы за счёт 
ингибирования апоптоза. Напротив, нокдаун 
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Таблица 4. Клинические испытания новых противоопухолевых стратегий терапии онкологических заболеваний, 
направленных на опухолевые СК

Тип рака Описание испытания
Идентификатор 
ClinicalTrials.gov

Глиобластома

открытое рандомизированное исследование 
II/III фазы иммунотерапии дендритными клетками 
против ОСК у пациентов с глиобластомой, 
получающих стандартную терапию

NCT03548571

Аденокарцинома лёгкого, печени, 
поджелудочной железы

рандомизированное исследование, основной целью 
которого является определение безопасности 
иммунизации вакциной из ОСК

NCT02084823
NCT02089919
NCT02074046

Эпителиальный рак яичников, 
маточной трубы или брюшной 
полости

рандомизированное контролируемое клиническое 
исследование для определения сочетания 
препаратов с помощью анализа ChemoID (тест 
измеряет цитотоксический эффект препаратов 
и выявляет наиболее эффективный препарат, 
который может воздействовать на ОСК)

NCT03632798

Рак молочной железы

рандомизированное исследование II фазы, целью 
которого является оценка активности бевацизумаба 
в сочетании с традиционной химиотерапией 
против ОСК

NCT01190345

Карциномы, саркомы 
(лёгкого, пищевода, тимуса) 
или новообразования зародышевых 
клеток с плевропульмональными 
метастазами

нерандомизированное исследование I/II фазы, 
которое изучает влияние препарата-ингибитора 
передачи сигналов ОСК

NCT02859415 

Рецидивирующая глиобластома
испытания I фазы, целью которых является 
изучение активированных аутологичных Т-клеток 
против антигенов ОСК

NCT05341947 

KLF4 снижает пролиферацию клеток мела-
номы и вызывает гибель клеток. Кроме того, 
истощение запаса KLF4 снижает скорость ро-
ста ксенотрансплантата меланомы in  vivo  [73]. 
KLF4 играет важную роль в регуляции ство-
ловости клеток остеосаркомы, а сигнальный 
путь KLF4–p38 MAPK может стать потенци-
альной терапевтической мишенью для лече-
ния остеосаркомы [74]. Было установлено, что 
нокдаун KLF4 способствует миграции и инва-
зии клеток немелкоклеточного рака лёгкого. 
При восстановлении экспрессии KLF4 отмече-
но снижение инвазии опухолевых клеток [75]. 
Аналогично, в генетически модифицированных 
клетках рака яичников, трансдуцированных 
лентивирусом для сверхэкспрессии KLF4, на-
блюдалась повышенная чувствительность кле-
ток к действию паклитаксела и цисплатина [76].

Белки MYC (c-Myc, L-Myc, S-Myc и N-Myc) 
представляют собой семейство факторов тран-
скрипции, которые регулируют рост, диффе-
ренцировку, самообновление, метаболизм и 
клеточный цикл СК  [77]. В опухолях чело-
века часто наблюдается сверхэкспрессия MYC 
по сравнению с нормальной тканью. Нару-

шение регуляции MYC играет важную роль в 
поддержании количества инвазивных ОСК. 
Было установлено, что сверхэкспрессия MYC 
в ОСК глиобластомы индуцирует пролифера-
цию и инвазию опухолевых клеток и ингиби-
рует апоптоз  [78]. Показано, что нарушение 
регуляции MYC, включающей увеличение экс-
прессии этого гена, приводит к развитию ин-
вазивной протоковой карциномы [79]. Приме-
чательно, что c-MYC активирует экспрессию 
SOX4 посредством связывания с его промото-
ром, таким образом, сверхэкспрессия c-MYC 
может способствовать прогрессированию рака 
простаты путём активации SOX4 [80].

Всё больше данных свидетельствует о том, 
что выживанию ОСК может способствовать 
чрезмерно активная или аномальная сигна-
лизация между сигнальными путями. Уста-
новлено, что при злокачественных новообра-
зованиях происходит нарушение регуляции 
сигнальных путей Wnt, NF-κB, Notch, Hedge-
hog, JAK/STAT и PI3K/AKT/mTOR, которые 
играют важную роль в поддержании стволо-
вости ОСК (табл.  2)  [53]. Более того, белки 
вышеуказанных сигнальных путей участвуют 
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в миграции, развитии/поддержании резис тен-
тности и образовании опухоли, а также в эпите-
лиально-мезенхимном (ЭМП) и мезенхимно-
эпителиальном (МЭП) переходах  [81]. Гены 
различных сигнальных путей могут экспресси-
роваться на разных этапах канцерогенеза в раз-
ных типах опухолей, а также иметь перекрёст-
ное взаимодействие в регуляции ОСК  [82]. 
Таким образом, сигнальные пути, регулирую-
щие пролиферацию ОСК, представляют собой 
сложные сети сигнальных медиаторов, взаимо-
действующих друг с другом  [83]. Также суще-
ствует достаточно большое количество допол-
нительных молекулярных агентов, влияющих 
на стволовость ОСК (табл. 3).

Таким образом, исследование факторов 
транскрипции и сигнальных путей обеспечи-
вает не только развитие научных знаний в об-
ласти биологии СК, но и вносит значительный 
вклад в применение данных знаний при созда-
нии новых терапевтических стратегий (табл. 4). 
Большое количество исследований направлено 
на создание таргетной терапии с использо-
ванием компонентов сигнальных путей в ка-
честве мишеней. Фундаментальным является 
понимание связей, возникающих из-за стволо-
вых свойств опухоли, между различными под-
типами рака молочной железы, поскольку это 
позволит определить потенциальные терапев-
тические подходы. В работе Mei et  al. разницу 
между подтипами клеток определяли с исполь-
зованием системы CRISPR/dCas9, направлен-
ной на гены OCT4, KLF, MYC и SOX2. Исполь-
зование такого метода позволило определить, 
что клетки, синтезирующие рецептор эпидер-
мального фактора роста  2 (HER2), являются 
предшественницами люминальных А-клеток, 
следовательно, для терапии, направленной на 
данные опухолевые клетки, могут быть примене-
ны схожие противоопухолевые препараты [120].

СТВОЛОВОСТЬ 
И МИКРООКРУЖЕНИЕ ОПУХОЛИ

СК не могут выживать вне своей ниши и 
в отсутствие специфических факторов микро-
окружения  [121]. Известно, что внешние сти-
мулы могут способствовать появлению новых 
СК, поскольку клетки в целом сохраняют спо-
собность дедифференцироваться  [122]. Воз-
действие внеклеточных факторов микроокру-
жения, таких как мезенхимные СК (МСК), 
иммунные клетки, опухоль-ассоциированные 
фибробласты (ОАФ), внеклеточный матрикс 
(ВКМ), везикулы и гипоксия, способствует 
приобретению стволовости опухолевыми клет-

ками или их репрограммированию в ОСК [53]. 
Сосудистый эндотелиальный фактор роста 
(VEGF) способствует приобретению клетками 
фенотипа опухолевой стволовости при плос-
коклеточном раке кожи  [123]. При плоско-
клеточной карциноме головы и шеи эпидер-
мальный фактор роста (EGF), секретируемый 
эндотелиальными клетками, индуцирует ЭМП 
с приобретением клетками характеристик 
СК  [124]. Трансформирующий фактор роста 
(TGF)-β, секретируемый ОАФ, способствует 
ЭМП и увеличению пролиферации и метаста-
зирования клеток рака молочной железы [125].

Гипоксия также воздействует на стволо-
вость и другие свойства опухолевых клеток 
благодаря увеличению синтеза фактора, инду-
цируемого гипоксией (HIF)-1α [126, 127].

Интересным представляется влияние бел-
ков ВКМ на модуляцию стволовости. Напри-
мер, в работе Zhang et  al. был исследован фиб-
риновый гель, который использовался для 
создания трёхмерного (3D) ВКМ клеток рака 
толстой кишки. Мягкий фибриновый гель 
(90 Pascal) был наиболее эффективным для 
обогащения опухолевых колоний. В частности, 
эти опухолевые колонии проявляли канцеро-
генность, активировали маркеры СК и облада-
ли анти-химиотерапевтическими свойствами. 
Данные структуры были названы репопулиру-
ющими опухоль клетками (РОК). Следует от-
метить, что в 3D-культивируемых РОК толстой 
кишки индуцировался фактор NANOG  [128]. 
Также известно, что коллаген I типа (Col-I) вы-
зывает стволовость опухоли. В работе Valadão 
et  al. была определена зависимость этого эф-
фекта от плотности Col-I. Результаты показа-
ли, что высокая плотность Col-I увеличивала 
количество CD44+CD24 СК рака молочной 
железы, но не способствовала самообновле-
нию и клоногенности клеток. Таким образом, 
был сделан вывод, что высокая плотность Col-I 
сама по себе недостаточна для полного разви-
тия фенотипа СК рака молочной железы [129].

Факторы, связанные с воспалением, могут 
активировать сеть репрограммирования, веду-
щую к генерации ОСК. Установлено, что уро-
вень IL-6 в сыворотке крови был выше у па-
циентов с остеосаркомой, чем в контрольной 
группе. IL-6 также увеличивал пролиферацию 
и сферообразование клеток остеосаркомы, а 
также усиливал их инвазивный и миграцион-
ный потенциал, способствуя, таким образом, 
образованию клеток с ЭМП-подобным фено-
типом и повышенной химиорезистентностью. 
На ксенографтной модели остеосаркомы было 
определено, что размер и вес опухоли был выше 
у мышей, получавших рекомбинантный IL-6, 
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чем у контрольных [130]. Было обнаружено, что 
IL-1β может индуцировать сферообразование 
клеток рака толстой кишки, которые харак-
теризовались активацией генов факторов 
стволовости (BMI1 и NESTIN) и повышен-
ной лекарственной устойчивостью, что явля-
ется отличительной чертой ОСК  [131]. Hong 
et  al. показали, что фактор некроза опухоли 
(TNF)-α способствует канцерогенезу опухолей 
полости рта, связанному с вирусом папилломы 
человека, за счёт увеличения стволовости кле-
ток опухоли [132].

Внеклеточные везикулы (ВВ) опухолевых 
и стромальных клеток опосредуют межкле-
точную коммуникацию в МО и участвуют в 
различных стадиях канцерогенеза, таких как 
пролиферация, ангиогенез, метастазирование 
и формирование устойчивости к терапевтиче-
ским препаратам. Из-за того, что ВВ переносят 
в себе различные вещества, они могут участво-
вать в межклеточной коммуникации и играть 
роль в приобретении клетками стволовости. 
Например, ВВ, продуцируемые СК глиобла-
стомы, способствуют образованию эндотели-
альной трубки  [133]. Аналогично, при коло-
ректальной аденокарциноме экзосомы ОАФ 
способствовали увеличению процента ОСК в 
опухоли, активируя сигнальный путь Wnt [134]. 
ВВ из МСК могут иметь двоякое действие: они 
могут усиливать рост и метастазирование опу-
холи или же способствовать апоптозу клеток и 
вызывать регрессию опухоли [135, 136].

Таким образом, выделяемые МО внекле-
точные факторы влияют на стволовость и ге-
терогенность клеток посредством регуляции 
сигнальных путей.

СФЕРОИДЫ КАК МОДЕЛЬНАЯ 
СИСТЕМА ИЗУЧЕНИЯ ОСК

На сегодняшний день представляет инте-
рес использование 3D-моделей в исследовани-
ях опухолей. Одной из таких моделей является 
опухолевый сфероид. Сфероиды можно раз-
делить на несколько типов: (I)  многоклеточ-
ный сфероид, впервые описанный в начале 
70-х гг. и полученный путём культивирования 
линий опухолевых клеток на неадгезивной 
культуральной посуде; (II)  онкосфера – мо-
дель экспансии ОСК в бессывороточной среде 
с добавлением факторов роста; (III) органоти-
пический многоклеточный сфероид, получен-
ный путём механической и ферментативной 
диссоциации опухолевой ткани [137].

Многоклеточные сфероиды используются 
в качестве модельной системы in  vitro для ис-

следований микрометастазов и аваскулярных 
опухолевых регионов. Кроме того, такой тип 
сфероидов подходит для изучения устойчиво-
сти опухоли, зависимой от клеточной адгезии.

Термины «сфера», «опухолевая сфера» [138] 
и «онкосфера»  [139] используются для опи-
сания сфер, полученных из ОСК. С данной 
моделью обычно проводят исследования для 
оценки и характеристики ОСК in  vitro  [140]. 
Примечательно, что названия сфер могут про-
исходить от типа ткани, из которой они обра-
зованы. Например, сферы культур СК голов-
ного мозга и молочной железы были названы 
«нейросферы» [141] и «маммосферы» [142].

Органотипические многоклеточные сфе-
роиды предназначены для точного воспроиз-
ведения МО. В таких сфероидах опухолевые 
клетки окружены неопухолевыми клетками и 
стромальными компонентами, которые обыч-
но обнаруживаются в МО [140].

В литературе данные модели ставят между 
2D- и ксенографтными моделями, предпола-
гая, что 3D-модели смогут заполнить те про-
белы, которые существуют между ними  [140]. 
3D-модели характеризуются высокой трансли-
руемостью биологических характеристик ис-
ходных опухолей, что даёт преимущества при 
их использовании  [143]. 3D-модели обладают 
архитектурой и метаболическими реакциями, 
схожими с таковыми для нативной опухоли. 
Гистоморфологический анализ показывает, 
что 3D-модель, в частности, опухолевый сфе-
роид, разделяется на несколько зон, как и есте-
ственная опухоль. К ним относятся: внешняя 
зона, характеризующаяся преимущественно 
пролиферирующими клетками, средняя зона 
с покоящимися клетками и центральная не-
кротическая часть  [144]. Образование некро-
тической зоны можно объяснить недостаточ-
ной оксигенацией, отсутствием питательных 
веществ и накоплением метаболитов. Внеш-
няя часть сфероида характеризуется большим 
количеством лактата и минимальным количе-
ством ATP, преимущественно из-за значитель-
ного потребления пролиферирующим слоем 
клеток. Распределение глюкозы происходит 
равномерно во всех зонах сфероида [145].

Перечисленные типы опухолевого сфе-
роида могут содержать различные клетки, 
поддерживая генетическую гетерогенность и 
взаимодействие опухолевых клеток и стромы. 
С помощью 3D-моделей открывается возмож-
ность исследовать межклеточные контакты, 
микроокружение и взаимодействие иммунных 
и опухолевых клеток  [146]. При проведении 
экспериментов с 3D-культурой клеток мож-
но получить более точные данные о действии 
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терапевтических средств, метаболическом про-
филировании, свойствах СК [147] и таких про-
цессов, как ЭМП и МЭП, которые вовлечены 
в регуляцию стволовости. Активация несколь-
ких факторов транскрипции, включая SNAI1 и 
SNAI2, на молекулярном уровне обусловлива-
ет эффект ЭМП. Этот эффект связан с потерей 
молекул, обеспечивающих межклеточные кон-
такты, таких как ECAD, а также приобретени-
ем мезенхимных маркеров, включая виментин. 
ЭМП был особенно хорошо изучен на при-
мере различных типов опухолевых сфероидов, 
а также на нормальных СК, включая кардио-
сферы, нейросферы и сферы сетчатки. Допол-
нительно исследования активации ЭМП были 
проведены на ЭСК (бластуляция), эмбриоид-
ных тельцах и клетках, подвергнутых индуци-
рованному перепрограммированию [148].

Опухолевые сфероиды можно получить 
агрегацией или спонтанной самосборкой. Аг-
регация может быть вызвана принудительным 
контактом клетки с клеткой различными мето-
дами, такими как «висячая капля», клеточная 
суспензия, микролунка (96-луночные планше-
ты с круглым дном) или микрогидродинамика 
(т.е. инкапсуляция в геле) [140].

Исследования модельных систем сферои-
дов с использованием новых специфичных 
агентов, нацеленных на сигнальные пути ство-
ловости Notch (MK-0752, R4733 и TR-4) [113], 
PI3K (CAL-101 и XL-147)  [114], AKT (перифо-
зин и архексин) [149] и Hedgehog (BMS-863923 
и IPI-926), представляют большой интерес для 
развития противоопухолевой терапии  [150]. 
Установлено, что салиномицин (ионофорный 
полиэфирный антибиотик) способен избира-
тельно убивать ОСК молочной железы и ин-
дуцировать эпителиальную дифференцировку 
опухолевых клеток, способствуя элиминиро-
ванию опухоли  [138]. Namiki et  al. показали, 
что галлат эпигаллокатехина, одно из важ-
нейших органических веществ зелёного чая, 
снижает стволовость и онкогенность клеток 
рака лёгких человека, ингибируя рецепторы 
AXL [151].

Существенным препятствием для разра-
ботки рациональных методов терапии онколо-
гических заболеваний является несоответствие 
между модельными системами и организмом 
пациента. Чтобы решить эту проблему, Fendler 
et al. использовали ОСК для создания опухоле-
вых сфероидов, трёхмерных органоидов опу-
холи и ксенотрансплантатов светлоклеточного 
почечно-клеточного рака. Лечение ингибито-
рами сигнальных путей Wnt и Notch блокиро-
вало пролиферацию и самообновление ОСК 
в сфероидах и органоидах и замедляло рост 

опухоли в ксенотрансплантатах, полученных 
от пациентов, у мышей [152].

Таким образом, использование данных 
модельных систем расширяет возможности 
для создания скрининговой платформы для те-
стирования лекарственных препаратов. Кроме 
того, использование 3D-моделей открывает 
перспективы для развития персонализирован-
ной медицины. А изучение ОСК раскрывает 
молекулярные механизмы их функциониро-
вания и способствует поиску терапевтической 
мишени для инновационных методов лечения, 
направленных на уничтожение ОСК.

ОБОГАЩЕНИЕ ПОПУЛЯЦИИ ОСК 
В СФЕРОИДАХ

Одним из методов, обычно используе-
мых для идентификации ОСК и изучения их 
свойств in vitro, является анализ сферообразо-
вания. Сферообразующие клетки представляют 
собой СК. Нужно отметить, что в литературе 
для данного метода анализа ОСК употребля-
ются названия как «сфера», так и «сфероид». 
Сфероиды задействованы в исследованиях 
стволовости рака in  vitro и рассматриваются 
как один из критериев подтверждения наличия 
ОСК [153]. Например, Qureshi-Baig et al. куль-
тивировали сфероиды, полученные из клини-
ческих образцов колоректальной карциномы. 
Показано, что данные сфероиды фенотипи-
чески напоминают нативную опухоль, сохра-
няют несколько сходных мутаций, относящих-
ся к колоректальному раку, и экспрессируют 
гены SOX2, OCT4 и NANOG. После проведе-
ния сравнения сфероидов ткани и клеточных 
линий обнаружилось, что оба типа сфероидов 
проявляли аналогичную способность к само-
обновлению и одинаково формировали опухо-
ли у мышей с иммунодефицитом  [154]. Также 
были охарактеризованы ОСК яичников чело-
века, которые демонстрировали повышенную 
химиорезистентность к цисплатину и пакли-
такселу и экспрессию генов СК (NOTCH-1, 
NANOG, NES, ABCG2 и OCT4) [155].

Существует достаточно большое количе-
ство исследований ОСК, связанных с исполь-
зованием сфероидов. Например, объединение 
математического моделирования и секвени-
рования РНК сфероидов опухоли яичников, 
образованных методом «висячая капля», позво-
ляет выявлять гены, ассоциированные с появ-
лением ОСК и поддерживающие химиорези-
стентность и злокачественный фенотип. Было 
показано возникновение популяций ОСК в сфе-
роидах  [156]. Bahmad et  al. описали протоколы 
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и перечень необходимых реагентов для созда-
ния сфероидов опухоли простаты и различ-
ные манипуляции с ними [157]. Показано, что 
сфероиды опухоли простаты выдержали более 
30 пассажей без заметной потери стволовости. 
Сфероиды пролиферировали медленнее со 
значительным снижением активации сигналь-
ного пути PI3K/AKT по сравнению с моно-
слойными клетками линии DU145 [158].

На обогащение популяции ОСК в сферои-
дах могут влиять различные факторы, которые 
можно использовать в исследованиях. Напри-
мер, условия бессывороточного культивиро-
вания используются для обогащения сферои-
дов СК. Herheliuk et  al. показали возможность 
обогащения ОСК популяции клеток опухоли 
(в данном случае мультиклеточных опухоле-
вых сфероидов (МОС)). Стандартизация про-
токолов культивирования обогащённых МОС 
(оМОС) может предоставить возможность ис-
пользовать данные культуры для идентифика-
ции лекарств, которые могут подавлять про-
лиферацию ОСК. Для обогащения сфероидов 
ОСК использовалась бессывороточная среда 
с добавлением фактора роста фибробластов 
(FGF), EGF, инсулина и гидрокортизона. Наи-
большая экспрессия рецепторов CD133, CD44, 
CD24 и BMI-1 была обнаружена в оМОС. 
оМОС были менее чувствительны к противо-
опухолевым препаратам (цисплатин, метотрек-
сат и доксорубицин), чем адгезивные культуры 
клеток и МОС, культивируемые в стандартных 
условиях в полной питательной среде [159].

Аналогично, клеточные линии гепатомы 
человека PLC/PRF/5 и HepG2 были выраще-
ны в условиях, используемых для ОСК. Сре-
да для культивирования включала бессыво-
роточную среду DMEM/F12 с добавлением 
100 МЕ/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрепто-
мицина, 20 нг/мл рекомбинантного EGF чело-
века, 10 нг/мл рекомбинантного основного FGF 
человека и добавок B27 и N-2. Затем клетки 
культивировали в 6-луночных неадгезивных 
планшетах при плотности не более 5000  кле-
ток/лунку. В результате сферообразующие клет-
ки PLC/PRF/5 проявляли свойства ОСК: са-
мообновление, обширная пролиферация, ле-
карственная устойчивость, а также сверхэкс-
прессия OCT3/4, OV6, EpCAM, CD133 и CD44. 
Даже небольшое количество клеток было спо-
собно образовывать опухоли у иммунодефи-
цитных мышей и не терять данное свойство при 
многократном пассировании сфероидов  [160]. 
Также обнаружено, что изменение компонен-
тов среды может играть роль в стволовом фено-
типе клеток. Maliszewska-Olejniczak et al. пока-
зали, что добавление среды без ксенона или 

с низким содержанием сыворотки к 3D-куль-
туре карциномы почки увеличивало экспрес-
сию генов, кодирующих факторы стволово-
сти, включая ECAD, ген N-кадгерина (NCAD), 
VEGF, SOX2, PAX2 и NESTIN [161].

Различные матриксы могут влиять на по-
вышение количества ОСК в сфероидах. На-
пример, культивирование клеток MCF-7 на 
коллагеновых матриксах увеличивало проли-
ферацию клеток и генерировало популяцию 
со свойствами ОСК  [162]. Кроме того, малые 
богатые лейцином протеогликаны ВКМ мо-
гут играть роль в регулировании сигнальных 
путей, устойчивости к лекарствам и пластич-
ности ОСК-подобных клеток [163]. Также пока-
зано, что агар, который может применяться для 
создания неадгезивных условий при генерации 
сфероидов, может играть роль в обогащении 
их ОСК. Это подтверждается увеличением экс-
прессии маркеров ОСК, присутствием CD133+/
CD44+ или SORE6+ клеток и повышенной спо-
собностью к самообновлению и канцерогенезу 
in vivo [164]. Такое же покрытие (агар) исполь-
зовалось для культивирования сфероидов из 
клеток плоскоклеточного рака полости рта и 
показало экспрессию маркеров СК и проявле-
ние химиорадиотерапевтической резистентно-
сти в дополнение к способности инициировать 
опухоль и самообновляться  [165]. Кроме того, 
такие добавки, как метилцеллюлоза и геллано-
вая камедь, были использованы для создания 
новой системы культивирования на основе 
традиционной. Разработанная система куль-
тивирования предлагает привлекательный аль-
тернативный метод для усиления ОСК in vitro с 
потенциалом обширного использования в ис-
следованиях ОСК и скрининге лекарств [166].

Для создания сфероидов с повышенным 
потенциалом ОСК можно применить метод 
клонирования одной клетки. Так, Muenzner 
et  al. создали одноклеточные клоны HepG2, 
которые сформировали 3D-кластеры клеток 
после 8 дней инкубации и были по отдельности 
перенесены в лунки 12-луночного планшета для 
культивирования клеток. Было показано, что 
клон № 5 проявляет более высокоагрессивные 
и инвазивные характеристики, связанные, ско-
рее всего, со значительно более высокой экс-
прессией клинически значимых маркеров СК 
и более мезенхимным фенотипом. Кроме того, 
более высокий метастатический потенциал 
был обнаружен для клеток клона № 5 по срав-
нению с родительской линией клеток HepG2 
in vivo с помощью флуоресцентной визуализа-
ции. Таким образом, обогащённые ОСК кло-
ны HepG2, безусловно, представляют собой 
подходящие модельные системы для изучения 
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роли ОСК во время инициации, прогрессиро-
вания и формирования лекарственной устой-
чивости гепатоклеточной карциномы [167].

Интересно, что изучение влияния МСК на 
опухоль можно проводить при создании гибри-
дов с клетками рака желудка с помощью поли-
этиленгликоля (PEG) in  vitro. Такие гибриды 
характеризовались изменением ЭМП с пони-
женной регуляцией ECAD и повышенной ре-
гуляцией виментина, NCAD, α-гладкомышеч -
ного актина (α-SMA) и белка активации фиб-
робластов (FAP). У гибридов была повышена 
экспрессия транскрипционных факторов ство-
ловости – генов OCT4, NANOG, SOX2 и LIN28. 
Экспрессия CD44 и CD133 на гибридных клет-
ках была выше, чем на родительских клетках 
рака желудка. Отмечено усиление миграци-
онных свойств и деления гибридных клеток. 
Кроме того, гетеротипические гибриды спо-
собствовали росту опухоли ксенотрансплан-
тата желудка in  vivo. Предположительно, слия-
ние МСК и клеток рака желудка способствует 
образованию онкогенных гибридов с ЭМП и 
свойствами СК, что может предоставить воз-
можность для исследования роли МСК при 
раке желудка [168].

Таким образом, основной особенностью 
сфероидов, полученных из опухоли, является 
обогащение их ОСК или клетками с харак-
теристиками, связанными с СК. Поскольку 
эрадикация ОСК, вероятно, будет иметь кли-
ническое значение из-за их связи со злокаче-
ственной природой опухолевых клеток, такой 
как канцерогенность или химиорезистентность, 
исследование сфероидов, полученных из опу-
холи, может дать неоценимые подсказки для 
борьбы с онкологическими заболеваниями. 
Сфероиды, полученные из опухоли, могут ока-
заться полезными для обнаружения новых мар-
керов ОСК, стать удобной моделью для более 
качественной оценки реакции опухолевых кле-
ток на лекарства, пролиферации и морфоло-
гии клеток  [161,  169]. Кроме того, повышение 
уровня стволовости сфероидов может способ-
ствовать улучшению скрининговой платформы 
противоопухолевых терапевтических средств, 
созданию новой таргетной терапии и изуче-
нию биологии ОСК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За последние десятилетия выживаемость 
пациентов со злокачественными новообразо-
ваниями значительно увеличилась благодаря 
развитию новых технологий противоопухоле-

вой терапии, которые включают применение 
улучшенных химиотерапевтических препара-
тов и таргетную терапию. Тем не менее тера-
пия поздних стадий рака осложняется из-за 
высокой клеточной гетерогенности, обуслов-
ленной генетическими мутациями, опухоле-
вой стромой и наличием ОСК, ангиогенности 
и метастазирования опухоли. В МО ОСК по-
средством активации различных сигнальных 
путей поддерживают рост опухоли, опосредуя 
поступление питательных веществ и метабо-
литов. С помощью пластичности и самооб-
новления ОСК образуют группу резистент-
ных клонов, тем самым способствуя развитию 
лекарственной устойчивости и метастазирова-
нию опухоли. Таким образом, ОСК являются 
важной терапевтической мишенью при созда-
нии новых противоопухолевых стратегий лече-
ния. Лучшее понимание биологии ОСК и их 
взаимодействия с микроокружением позволит 
значительно продвинуться в борьбе с прогрес-
сированием опухоли, рецидивами и резистент-
ностью к терапии. Лимитирующим фактором 
в разработках эффективных методов терапии 
является структурная сложность опухоли, ко-
торую тяжело перенести на модельные системы 
in vitro. Моделирование МО особенно сложно, 
и поэтому использование 3D-моделей может 
улучшить селекцию лекарственных кандида-
тов на этапе их разработки. Одной из таких 
моделей являются сфероиды, представляющие 
большой интерес благодаря возможности вос-
создавать патогенез опухоли с помощью гибкой 
модификации. Использование сфероидов для 
изучения ОСК позволит усилить прогностиче-
ский потенциал онкологических исследований 
и предоставить новые возможности для тера-
пии онкологических заболеваний.
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MOLECULAR MECHANISMS OF TUMOR CELL STEMNESS 
MODULATION DURING FORMATION OF SPHEROIDS: A REVIEW

Review

A. S. Ponomarev, Z. E. Gilazieva, V. V. Solovyova, and A. A. Rizvanov*

Kazan (Volga Region) Federal University, 
420008 Kazan, Republic of Tatarstan, Russia; e-mail: rizvanov@gmail.com

Cancer stem cells (CSCs), their properties and interaction with the microenvironment are of interest in 
modern medicine and biology. There are many studies on the emergence of CSCs and their involvement 
in tumor pathogenesis. The most important property inherent to CSCs is their stemness. Stemness com-
bines the ability of the cell to maintain its pluripotency, give rise to differentiated cells and interact with the 
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environment to maintain a balance between dormancy, proliferation and regeneration. While adult stem 
cells exhibit these properties by participating in tissue homeostasis, CSCs behave as their malignant equiva-
lents. High tumor resistance to therapy, the ability to differentiate, activate angiogenesis and metastasis arise 
precisely due to stemness of CSCs. These cells can be used as a target for therapy of different types of cancer. 
Laboratory models are needed to study cancer biology and find new therapeutic strategies. A promising 
direction is three-dimensional tumor models or spheroids. Such models form properties resembling stem-
ness in a natural tumor. By modifying spheroids, it becomes possible to investigate the effect of therapy on 
CSCs, thus contributing to the development of anti-tumor drug test systems. The review examines the niche 
of CSCs, the possibility of their study using three-dimensional spheroids, and existing markers for assessing 
stemness of CSCs.

Keywords: tumor stem cells, stemness, malignant neoplasms, tumor spheroids, tumor microenvironment, transcription 
factors, test system
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В настоящее время значительное повышение уровней внеклеточной ДНК (внДНК) в крови паци-
ентов является общепризнанным маркером развития онкологических заболеваний. Несмотря на то 
что такая опухоль-ассоциированная внДНК хорошо изучена, ее биологические функции остаются 
невыясненными. В данной работе мы исследовали влияние внДНК, выделенной из сыворотки кро-
ви мышей с метастатической меланомой B16-F10, на поведение клеток меланомы B16-F10 in vitro. 
Было обнаружено, что состав внДНК мышей с меланомой значительно отличается от внДНК 
сыворотки крови здоровых мышей и по представленности онкогенов и мобильных генетических 
элементов  (МГЭ) схож с геномной ДНК клеток  B16. Показано, что внДНК из сыворотки крови 
мышей с меланомой проникала в клетки В16, вследствие чего в клетках увеличивалась представ-
ленность фрагментов онкогенов и МГЭ, и вызывала увеличение экспрессии мРНК Dnase1l3, коди-
рующего секретируемую ДНКазу, в 5 раз при отсутствии изменения экспрессии мРНК онкогенов 
Jun, Fos, Ras и Myc. ВнДНК здоровых мышей вызывала активацию экспрессии мРНК EndoG, коди-
рующего внутриклеточную регуляторную ДНКазу, и повышение в 4 раза экспрессии мРНК онко-
генов Fos и Ras, являющихся триггерами большого числа сигнальных каскадов от ингибирования 
апоптоза до усиления пролиферации опухолевых клеток. Таким образом, очевидно, что циркули-
рующая внДНК способна проникать в клетки и, несмотря на то что не было обнаружено измене-
ний на уровне жизнеспособности и миграционной активности опухолевых клеток, внДНК даже 
при однократном воздействии способна вызывать на клеточном уровне изменения, усиливающие 
онкогенность клеток-реципиентов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: циркулирующие внеклеточные ДНК, меланома B16.

DOI: 10.31857/S0320972523070114, EDN: FYAWBZ

Принятые сокращения: внДНК – внеклеточные ДНК; МГЭ – мобильные генетические элементы; h-внДНК – внДНК 
здоровых мышей; В16-ДНК – суммарная ДНК клеток В16; B16CM-внДНК – внДНК из кондиционной среды клеток В16; 
В16S-внДНК – внДНК мышей с метастатической меланомой В16; NET – нейтрофильные внеклеточные ловушки.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Развитие онкологических заболеваний у па-
циентов часто сопровождается повышением 
уровня циркулирующих внеклеточных ДНК 
(внДНК) в крови [1]. Существует три основных 
источника внДНК: опухолевые клетки, как на-
ходящиеся в первичном опухолевом узле, так 
и циркулирующие в кровотоке при запущен-
ных стадиях заболевания; клетки опухолевого 

окружения, гибнущие при развитии заболева-
ния; и клетки иммунной системы, преимуще-
ственно макрофаги и нейтрофилы [2]. Состав 
циркулирующих внДНК зависит от типа онко-
логического заболевания и его стадии, поэтому 
многие исследователи используют анализ про-
филя внДНК для диагностики и мониторинга 
опухолевого процесса. Для некоторых типов 
рака, где состав внДНК в основном отражает 
особенности ДНК и хроматина опухолевой 



ФИЛАТОВА и др.1224

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

клетки, в пуле внДНК анализируют геномный 
и эпигеномный профили, что позволяет оце-
нить опухолевую нагрузку и скорректировать 
лечение  [3]. Анализ соотношения мутантных 
фрагментов онкогенов, ретротранспозонов и 
мобильных генетических элементов  (МГЭ), 
изменения метилирования внДНК с успехом 
применяют в клинических и преклинических 
исследованиях [4–6].

Несмотря на то что предпринимаются ак-
тивные попытки исследовать состав внДНК, 
выполнено не так много исследований, посвя-
щенных функциональной роли внДНК. Отно-
сительно хорошо изученными являются так 
называемые нейтрофильные внеклеточные ло-
вушки (NET), которые образуются из нейтро-
филов при выбрасывании собственного геном-
ного материала и содержимого гранул с фор-
мированием обширной сети, в том числе и в 
опухолевом окружении  [7]. Образование NET 
в опухолевом окружении провоцирует рост 
опухоли и ее инвазию  [8]. Для некоторых ти-
пов опухолевых клеток показано наличие 
рецептора CCDC25, селективно узнающего 
именно ДНК-составляющую NET по остаткам 
8-OH-дезоксигуанозина (8-OHdG) и активи-
рующего миграцию опухолевых клеток по пути 
ILK-PARVB [9].

Некоторые исследователи предполагают, 
что циркулирующая внДНК может участвовать 
в горизонтальном переносе, проникая в здоро-
вые клетки организма и вызывая в них измене-
ния, приводящие к формированию опухолевого 
микроокружения, преметастатической ниши и 
метастазов [10]. В области изучения эффектов 
опухолеспецифической внДНК на развитие па-
тологических процессов выполнено лишь не-
сколько пионерских работ  [11–13]. Была об-
наружена способность опухолеспецифической 
внДНК, полученной от пациентов с колорек-
тальным раком, проникать в фибробласты 
мыши [11]. Была показана способность внДНК 
и хроматина из сыворотки крови пациентов с 
различными типами рака при проникновении 
в клетку попадать в ядро и интегрироваться в 
геном клетки-реципиента [13]. В недавней ра-
боте Souza  et  al.  [14] показано, что внДНК из 
крови больных раком предстательной железы 
поглощалась клетками неопухолевых линий 
предстательной железы (RWPE-1 и PNT-2), 
что приводило к изменению экспрессии ряда 
генов и миРНК, связанных с онкогенезом, 
и усилению миграционных свойств клеток. 
В  наших недавних работах было обнаружено, 
что снижение концентрации опухолеспеци-
фической внДНК под действием ДНКазы  I 
в сыворотке крови мышей-опухоленосителей 

с различными метастатическими формами 
опухолей коррелировало с уменьшением первич-
ного опухолевого узла и снижением количества 
метастазов, что говорит о функциональной зна-
чимости внДНК в опухолевой прогрессии [15–
17]. Стоит отметить, что внДНК является ком-
понентом опухолевого окружения, постоянно 
присутствующим в высокой концентрации и 
потенциально влияющим как на сами опу-
холевые клетки, так и на клетки опухолевого 
микроокружения. Однако до сих пор нет ра-
бот, описывающих влияние внДНК на сами 
опухолевые клетки, несмотря на то что накоп-
лены данные о возможности взаимодействия 
внДНК с их рецепторами [9]. Таким образом, 
изучение влияния внДНК на опухолевые клет-
ки является актуальной задачей и может быть 
важным для раскрытия фундаментальных про-
цессов онкогенеза.

Целью данной работы является изучение 
биологических эффектов, которые оказывает 
внДНК, выделенная из сыворотки крови мы шей 
с метастатической меланомой  B16, на клет-
ки B16 in vitro. Показано, что внДНК способна 
проникать в клетки-реципиенты и вызывать 
в них активацию экспрессии внутриклеточ-
ных и секреторных ДНКаз, а также онкогенов 
Fos и Ras, являющихся триггерами множества 
сигнальных каскадов от блокировки апоптоза 
до усиления пролиферации. Несмотря на то 
что внДНК не влияла на жизнеспособность и 
миграционную активность клеток-реципиен-
тов, вызванная внДНК активация экспрессии 
ДНКаз и онкогенов может вносить существен-
ный вклад в процесс усиления онкогенных 
свойств опухолевых клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Опухолевые клетки. Клетки меланомы 
В16-F10 (далее, клетки В16) были приобре-
тены в Институте цитологии РАН (Санкт- 
Петербург, Россия). Клетки В16 инкубирова-
ли в среде DMEM («ThermoFisher Scientific», 
США) с 10%-ной эмбриональной телячь-
ей сывороткой («ThermoFisher Scientific»), 
1%-ным раствором антибиотика-антимико-
тика (100  ед./мл пенициллина, 100  мкг/мл 
стрептомицина и 0,25  мкг/мл амфотерицина; 
«ThermoFisher Scientific») в атмосфере 5% СО2 
при 37  °С (стандартные условия) и регулярно 
пассировали для поддержания экспоненциаль-
ного роста.

Мыши. В  работе использовали 10–14-не-
дельных мышей-самцов линии C57Bl/6 (да-
лее C57Bl) развода вивария ИХБФМ СО  РАН 
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(Новосибирск, Россия). К началу эксперимен-
та масса животного (mean  ±  SD) составляла 
20,0 ± 1,5 г. Животных содержали по 10 особей 
в клетке в хорошо освещенном помещении. 
Мыши имели свободный доступ к еде и воде.

Опухолевая модель. Для формирования 
метастатической модели меланомы В16 сус-
пензию клеток меланомы B16 (0,5 × 106 кле-
ток на мл) в 0,2 мл физиологического раствора 
(0,9%-ный водный раствор хлорида натрия) 
внутривенно вводили мышам. На 21-е сутки 
после введения опухолевых клеток прижиз-
ненно собирали кровь из ретро-орбитального 
синуса, мышей подвергали эвтаназии путем 
дислокации шейных позвонков. Легкие соби-
рали и фиксировали в 10%-ном формалине 
(рН  7,0; «БиоВитрум», Россия) для последую-
щего патоморфологического исследования. Чис-
ло поверхностных метастазов в легких подсчи-
тывали с помощью бинокуляра.

Получение кондиционной среды. Клетки 
В16 инкубировали в бессывороточной среде 
DMEM в стандартных условиях в течение 24 ч. 
Среду собирали и использовали для выделе-
ния внДНК.

Получение сыворотки крови. Образцы кро-
ви здоровых мышей (0,2  мл) брали из ретро-
орбитального синуса. Сыворотку из образцов 
крови здоровых мышей и мышей с метаста-
тической меланомой  В16 получали методом 
формирования тромба путем инкубации при 
37 °С в течение 30  мин с последующей инку-
бацией при 4 °С в течение ночи. Тромб извле-
кали и сыворотку центрифугировали (1500 g, 
4 °С, 20 мин). Образцы сывороток хранили 
при −70 °С.

Выделение внДНК. ВнДНК из кондицион-
ной среды (В16CM-внДНК), сыворотки крови 
здоровых мышей (h-внДНК) и мышей с мета-
статической меланомой В16 (В16S-внДНК) 
выделяли экстракцией фенолом/хлороформом 
(1/1; v/v) с последующим концентрированием 
методом обратимой сорбции на силикатном 
сорбенте с помощью QI  Aquick Gel Extraction 
kit («Qiagen», США)  [17]. Чистоту выделен-
ной ДНК оценивали с помощью NanoDrop® 
ND-1000 («ThermoFisher Scientific»), концен-
трацию измеряли с помощью Qubit™ f luorime-
ter («Invitrogen», США) и Quant-iT™ dsDNA 
HS Assa kit («ThermoFisher Scientific»).

Выделение суммарной ДНК из клеток В16 
(В16-ДНК). С клеток В16 собирали среду, клет-
ки открепляли 0,25%-ным раствором трип-
сина в ЭДТА, промывали PBS, осаждали цен-
трифугированием при 300  g в течение 5  мин. 
Клеточный осадок обрабатывали 0,25%-ным 
раствором трипсина в ЭДТА и центрифугиро-

вали при 350 g в течение 20 мин при 4 °C, после 
чего супернатант удаляли. Клетки лизировали 
в 600 мкл раствора, содержащего 100 мM Tris-HCl 
(pH 8,0), 5 мM ЭДТА; 200 мM NaCl; 0,2% SDS 
и 10  нг/мл протеиназы  K в течение 4  ч при 
65 °C при постоянном перемешивании. Далее 
ДНК выделяли смесью фенол/хлороформ (1/1; 
v/v), как описано выше, и осаждали 96%-ным 
этанолом в присутствии 0,3 M ацетата натрия 
при ‒20 °С в течение 18 ч. ДНК отделяли цен-
трифугированием, осадок промывали 80%-ным 
этанолом, высушивали, растворяли в воде 
и хранили при ‒20  °С. Концентрацию ДНК 
определяли с помощью Qubit™ f luorimeter и 
Quant-iT™ dsDNA HS Assa kit.

Исследование влияния внДНК на клетки ме-
ланомы В16. Клетки В16 высаживали в бессы-
вороточной среде DMEM в 24-луночный план-
шет в плотности 0,5 × 106 клеток на лунку, чтобы 
через 12 ч клеточная культура достигла состоя-
ния 95%-ного конфлюэнтного монослоя. Че-
рез 24  ч среду заменяли на свежую бессыво-
роточную среду DMEM, добавляли h-внДНК 
или B16S-внДНК до концентрации 100  нг/мл 
и инкубировали в стандартных условиях в те-
чение 24  ч. Клетки собирали, из одной части 
клеточного осадка выделяли суммарную ДНК 
экстракцией фенолом/хлороформом с после-
дующим осаждением этанолом, как описано 
выше. Из второй части клеточного осадка вы-
деляли РНК с помощью Trizol («ThermoFisher 
Scientific»), согласно стандартному протоколу. 
Качество и концентрацию выделенной РНК 
оценивали с помощью NanoDrop® ND-1000, 
качество и концентрацию ДНК оценивали 
с помощью Qubit™ f luorimeter и Quant-iT™ 
dsDNA HS Assa kit.

Определение количества последовательно-
стей (представленности) МГЭ и онкогенов во 
внДНК с помощью qPCR. Количество последо-
вательностей МГЭ и онкогенов в составе B16-
ДНК, В16CM-внДНК, h-внДНК и B16S-внДНК 
определяли с помощью qPCR. Амплификацию 
проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл, 
содержащей 0,1–0,5  нг  ДНК, SYBR-Green-
con taining Bio Master CorHS-qPCR («Биолаб-
микс», Россия) и по 0,6  мкМ прямого и об-
ратного специфических праймеров к МГЭ 
(B1_mus2, L1td1) и онкогенам (Braf, Hmga2, 
Myc, Fos, Jun, Ras, P53) (табл. 1). Условия реак-
ции: 95 °C  – 6 мин; 95 °C  – 15 с, 60 °C  – 20 с, 
70 °C – 60 с, 50 циклов. В качестве референса 
использовался Gapdh.

Определение уровня экспрессии МГЭ, ДНКаз 
и онкогенов с помощью RT-qPCR. Для при-
готовления кДНК использовали реакцион-
ную смесь объемом 40 мкл, содержащую 2 мкг 
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Таблица 1. Последовательность праймеров, использованных в работе

Наименование
Последовательности праймеров 5′→3′

прямой праймер обратный праймер

Праймеры для qPCR

B1_mus2 GAGACAGGCGGATTTCTGAGT TGTAGCCCTGGCTGTCCT

L1td1 GCCAGGTATCTGTGCATCTT ACTCTAGCTCTCTCCTGAGTTT

Braf GCTCACAGACTAGGCGTAAAT GGAGAGACAAGTGCTGTAGAAG

Hmga2 CCTTCACAGTCCCAGGTTTAG AAGAGAGCTTGTGGGCTTATC

Myc CGACTACGACTCCGTACAGC CCAGATATCCTCACTGGGCG

Fos GAGAATCCGAAGGGAAAGGAATA GTAGGTGAAGACGAAGGAAGAC

Jun GTTGAGCTCAGGCTGGATAAG CTGTGCGAACTGGTATGAGTATAG

Ras GCTCTGTGTCCATCTACTCATC AGCCATCAAAGTCTCCTTATCC

P53 CAGTCTACTTCCCGCCATAAA CAGCAGAGACCTGACAACTATC

Gapdh AATGGTGAAGGTCGGTGTG ACAAGCTTCCCATTCTCGG

Праймеры для RT-qPCR

L1td1 Orf1 GAACCAAGACCACTCACCATCA CCCTGGACTGGGCGAAGT

L1td1 Orf2 GCGGTTCCTCAGAAAATTGG TGCCCAGGAGAGGTATTGCT

Dnase1l3 TATCCACACCTCACTCCTATCC CAACAGAGTCAAGGGCCATAA

Dffa TGCCTTGAACTGGGACATAAA GCTGAGGGTGTCTACCAATAAC

Dffb CAGGAATAAGTCGGGCTATCTG CGGTGCGCTTCTTCTCTATTA

Endog GCTCCTTCACTCTGTGCTAAC CCACGTGGTTCTTCCCAATAA

Fos GAGAATCCGAAGGGAAAGGAATA GTAGGTGAAGACGAAGGAAGAC

Jun GTTGAGCTCAGGCTGGATAAG CTGTGCGAACTGGTATGAGTATAG

Myc CGACTACGACTCCGTACAGC CCAGATATCCTCACTGGGCG

Ras CAAGATGGATTGCACGCAGG GCAGCCGATTGTCTGTTGTG

β-актин AGCCATGTACGTAGCCATCCA TCTCCGGAGTCCATCACAATG

суммарной клеточной РНК, 5 × ОТ-буфер mix 
(«Биолабмикс»), 100  ед.  обратной транскрип-
тазы MMuLV-RH («Биолабмикс») и 0,05 мкМ 
праймера dT15. Реакцию обратной транскрип-
ции проводили в следующем режиме: 42 °C  – 
1 ч, 70 °C – 10 мин.

Реакционная смесь для qPCR объемом 
25 мкл содержала 0,1–0,5 нг  кДНК, БиоМа-
стер HS-qPCR SYBR Blue («Биолабмикс») и по 
0,6  мкМ прямого и обратного специфических 

праймеров к МГЭ (L1td1 Orf1, L1td1 Orf2), 
ДНКазам (Dnase1l3, Dffa, Dffb, Endog) и онко-
генам (Fos, Jun, Myc, Ras) (табл. 1). Условия ре-
акции: 95 °C – 6 мин; 95 °C – 15 с, 60 °C – 20 с, 
70 °C – 60 с, 45 циклов. В качестве референса 
использовался β-актин.

Исследование влияния внДНК на жизнеспо-
собность, миграционную активность и апоптоз 
клеток  B16. МТТ-тест. Клетки высаживали 
в 96-луночный планшет по 1,5 × 104 клеток на 
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лунку в бессывороточной среде DMEM. Через 
24 ч среду заменяли на свежую бессывороточ-
ную среду DMEM, добавляли h-внДНК или 
B16S-внДНК до концентраций 5–100 нг/мл и 
инкубировали в стандартных условиях в тече-
ние 24  ч. Далее к клеткам добавляли раствор 
МТТ до концентрации 0,5 мг/мл, инкубирова-
ли в течение 3 ч и анализировали, как описано 
ранее [18].

Scratch-тест. Клетки в бессывороточ-
ной среде DMEM высаживали в 6-луночный 
планшет в плотности 1,5 × 106 клеток на лунку, 
чтобы через 12  ч клеточная культура достигла 
состояния 90%-ного конфлюэнтного моно-
слоя. В  клеточном монослое наносили цара-
пины шириной 0,5  мм носиком пипетки на 
200  мкл, трижды промывали PBS, добавляли 
бессывороточную среду DMEM, h-внДНК 
или B16S-внДНК до концентрации 100  нг/мл 
и инкубировали в стандартных условиях в те-
чение 24 ч. Границы царапины маркировали и 
фотографировали зоны повреждения в тече-
ние суток с помощью микроскопа Zeiss Primo 
Vert («Zeiss», Германия). Скорость миграции 
клеток оценивали с помощью программного 
обеспечения ImageJ [17].

Апоптоз. Клетки В16 высаживали в бес-
сывороточной среде DMEM в 24-луночный 
планшет в плотности 0,5 × 106 клеток на лунку. 
Через 12 ч среду заменяли на свежую бессыво-
роточную среду DMEM, добавляли h-внДНК 
и B16S-внДНК до концентрации 100 нг/мл и 
инкубировали в стандартных условиях в тече-
ние 24 ч. Анализ апоптоза проводили с исполь-
зованием набора Annexin V-FITC («Abcam», 
Великобритания) в соответствии с протоко-
лом производителя на проточном цитометре 
NovoCyte («ACEA Biosciences», США).

В качестве контроля для МТТ-теста, Scratch-
теста и определения уровня апоптоза исполь-
зовали клетки В16, инкубированные в бессы-
вороточной среде DMEM в течение 24 ч.

Статистический анализ. Для статистиче-
ской обработки данных использовали t-тест 
критерия Стьюдента и однофакторный дис-
персионный анализ ANOVA с апостериорным 
критерием Тьюки (Tukey). Значение p ≤ 0,05 
отражало статистически достоверные отличия. 
Для статистического анализа использовали 
программу STATISTICA 10.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Получение и характеризация образцов внДНК 
из сыворотки крови. Мышам линии  C57Bl 
внут ривенно вводили клетки меланомы  В16 

(105 клеток/мышь), через 21 день проводили 
забор крови, выводили мышей из экспери-
мента и определяли количество поверхност-
ных метастазов в легких. ВнДНК выделяли из 
сыворотки крови, как описано в разделе «Ма-
териалы и методы». Схема получения образцов 
внДНК показана на рис. 1, а. При внутривен-
ном введении меланома B16 развивается в виде 
множественных метастатических опухолевых 
узлов, в первую очередь в легочной ткани жи-
вотных (рис. 1, б). На 21-е сутки развития опу-
холи количество поверхностных метастазов в 
среднем составило 50, однако при этом наблю-
дался разброс в количестве метастазов на особь 
от 25 до 150 (рис. 1, в).

Развитие опухолевого процесса (метаста-
зы в легких) у мышей сопровождалось значи-
тельным повышением концентрации циркули-
рующих внДНК в сыворотке крови мышей-
опухоленосителей (рис. 1, г). Так, медианное 
значение концентрации внДНК в сыворот-
ке крови мышей-опухоленосителей составило 
1000 нг/мл, а разброс значений варьировал от 
100 до  2500 нг/мл  (рис. 1, г). Медианное значе-
ние концентрации внДНК сыворотки крови у 
здоровых мышей было 35 нг/мл, а разброс зна-
чений варьировал от 0 до 150 нг/мл (рис. 1, г).

Для дальнейших экспериментов исполь-
зовали сыворотки крови от мышей-опухоле-
носителей с количеством поверхностных мета-
стазов в легких не менее  25 и концентрацией 
внДНК в сыворотке крови не менее 250 нг/мл, 
а также сыворотки крови здоровых мышей с 
концентрацией внДНК не менее 50 нг/мл. По-
сле выделения внДНК объединяли по группам. 
Таким образом, были получены объединен-
ные препараты внДНК животных-опухоле-
носителей (B16S-внДНК) и здоровых живот-
ных (h-внДНК). Также для сравнения состава 
фрагментов была выделена внДНК из конди-
ционной среды клеток В16 (B16CM-внДНК) и 
суммарная ДНК клеток В16 (В16-ДНК).

Препараты внДНК были охарактеризова-
ны по уровню представленности фрагментов 
онкогенов и МГЭ методом  qPCR. В  табл. 2 
приведены данные по представленности фраг-
ментов МГЭ и онкогенов в B16CM-внДНК, 
h-внДНК и B16S-внДНК. Уровень представ-
ленности фрагментов МГЭ и онкогенов в 
В16-ДНК был использован в качестве рефе-
ренса сравнения.

Видно, что последовательности МГЭ и 
онкогенов слабо представлены в h-внДНК по 
сравнению с их уровнями представленности 
в В16-ДНК. Составы B16S-внДНК и B16CM-
внДНК были похожи по уровню представленно-
сти выбранных фрагментов: последовательности 
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Рис. 1. Характеризация метастатической модели меланомы. a – Дизайн эксперимента. б – Легкие здоровых мышей 
и мышей-опухоленосителей с количеством поверхностных метастазов <50 и  >50. в  –  Разброс среди мышей-опу-
холеносителей с количеством метастазов <50  (n  =  20) и  >50  (n  =  35). г  –  Концентрация внДНК в сыворотке крови 
здоровых мышей и мышей-опухоленосителей с количеством метастазов >50  (n  =  35). Данные проанализированы 
с использованием однофакторного анализа ANOVA с апостериорным критерием Тьюки и представлены в виде медиа-
ны, ** p < 0,001

Таблица 2. Представленность фрагментов МГЭ и онкогенов в внДНК сыворотки крови здоровых мышей, мышей с 
меланомой, геномной ДНК В16 и кондиционной среде клеток В16

Гены h-внДНК B16S-внДНК B16CM-внДНК B16-ДНК

B1_mus1 ‒ ++ ++ ++

B1_mus2 ‒ ++ ++ ++

L1td1 Orf2 ‒ ++ ++ ++

Braf ‒ ‒ ‒ ‒

Hmga2 ‒ ‒ ‒ ‒

Jun ‒ ‒ ‒ ‒

Myc ‒ ++ ++ +

Ras ‒ + ++ +

P53 ‒ ‒ ‒ ‒

Примечание. Уровень представленности фрагментов онкогенов и МГЭ был определен с помощью qPCR. «‒» – от-
носительное содержание последовательностей менее 0,3  отн.  ед.; «+»  – 0,3–0,7  отн.  ед.; «++»  –  более  0,7  отн.  ед.; 
отн. ед. – относительные единицы, количество копий гена, нормированное на количество копий Gapdh.
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Рис. 2. Влияние B16S-внДНК на свойства клеток меланомы B16. a – Схема эксперимента. б – Изменение представлен-
ности фрагментов Myc, Ras, L1td1 и B1_mus2 в клетках B16 после инкубации с B16S-внДНК. Данные qPCR. В каче-
стве референсного гена использовали Gapdh. в–д – Влияние B16S-внДНК на уровни экспрессии ДНКаз (в), МГЭ (г) 
и онкогенов (д) в клетках B16. Данные RT-qPCR. В качестве референсного гена использовали β-актин. Контроль – 
интактные клетки. Данные анализировали с использованием критерия Стьюдента (t-тест) и представляли как 
среднее ± SEM; * p < 0,05; ** p < 0,001
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генов Hmga2, Braf, P53 и Jun детектировались 
слабо, последовательности B1_mus1, B1_mus2, 
L1td1 Orf2 и Myc были представлены на доста-
точно высоком уровне  – более 0,7  относи-
тельных единиц (отн.  ед.) (табл.  2). Отличия 
были обнаружены только для гена Ras, пред-
ставленность фрагментов которого в конди-
ционной среде была выше как по сравнению с 
В16-ДНК, так и с B16S-внДНК.

Изучение влияния B16S-внДНК на свойства 
клеток меланомы B16. Для изучения влияния 
B16S-внДНК на свойства клеток B16 к клеткам 
в бессывороточной среде DMEM добавляли 
h-внДНК или B16S-внДНК до концентрации 
100 нг/мл и инкубировали в стандартных усло-
виях в течение 24 ч. По окончании инкубации 
клетки собирали, выделяли суммарную ДНК 
и определяли представленность фрагментов 
онкогенов (Myc, Ras) и МГЭ (B1_mus2, L1td1) 
методом qPCR (рис. 2, а).

Из приведенных данных  (рис.  2,  б) видно, 
что B16S-внДНК приводит к многократному 
увеличению представленности фрагментов обо-
их онкогенов и B1_mus2. H-внДНК вызывала в 
клетках меланомы В16 достоверное увеличение 
представленности только фрагментов B1_mus2 
и не оказывала влияния на представленность 
онкогенов и фрагментов L1td1  (рис. 2, б). 
Ни h-внДНК, ни B16S-внДНК не вызывали в 
клетках В16 достоверного изменения пред-
ставленности фрагментов L1td1. Таким обра-
зом, можно заключить, что внДНК способна 
проникать в клетки меланомы В16.

Помимо представленности фрагментов он-
когенов и МГЭ для оценки изменений в клет-
ках-реципиентах после их инкубации с B16S-
внДНК, оценивали изменение уровней мРНК 
ряда ключевых ДНКаз (Dffa, Dffb, Dnase1L3, 
EndoG), являющихся маркерами первичного 
ответа клетки на присутствие экзогенной ДНК, 
онкогенов (Ras, Myc, Fos, Jun), которые явля-
ются триггерами внутриклеточных процессов 
и основными показателями клеточного мета-
болизма, и LINE-элемента L1td1 (Orf1, Orf2), 
указывающего на активацию/подавление ре-
тротранспозиции (рис. 2, в).

Оказалось, что h-внДНК в 2 раза повышает 
уровень мРНК  Dnase1L3, кодирующего внут-
риклеточную секреторную ДНКазу, и вызыва-
ет 5-кратное повышение уровня мРНК EndoG, 
кодирующего ДНКазу, участвующую преиму-
щественно в негативной регуляции апоптоза 
и ограничивающую экспрессию другой секре-
торной ДНКазы  – ДНКазы  I  (рис.  2,  в). При 
этом уровень экспрессии мРНК Dffb, коди-
рующей апоптотическую ДНКазу, не менял-
ся. Действие B16S-внДНК на клетки мелано-

мы В16 значительно отличается от действия 
h-внДНК: для B16S-внДНК наблюдается зна-
чительное увеличение уровня экспрессии 
Dnase1L3 по сравнению с интактными клет-
ками (контролем) и незначительное статисти-
чески недостоверное увеличение экспрессии 
мРНК Dffb и EndoG  (рис. 2, в). Интересно, что 
внДНК обоих типов привели к достоверному 
снижению уровня экспрессии мРНК Dffa.

И B16S-внДНК и h-внДНК приводили к 
увеличению экспрессии мРНК L1td1 (Orf1 и 
Orf2), однако более выраженный эффект был 
отмечен для h-внДНК (рис.  2,  г). Следует от-
метить, что h-внДНК вызывала более значи-
мое изменение экспрессии генов в клетках ме-
ланомы В16, чем B16S-внДНК: h-внДНК вы-
зывала 4-кратное повышение уровня мРНК 
онкогенов Fos и Ras по сравнению с контро-
лем  (рис. 2, д), тогда как B16S-внДНК вызы-
вала слабое статистически недостоверное по-
вышение экспрессии всех четырех исследован-
ных онкогенов (рис. 2, д).

Одной из задач данного исследования было 
изучить, как внДНК опухолевого происхожде-
ния влияет на жизнеспособность и миграци-
онную активность опухолевых клеток, и спо-
собна ли внДНК после попадания в опухолевые 
клетки запускать в них апоптоз in  vitro. Для 
определения уровня апоптоза клетки мелано мы 
В16 инкубировали в присутствии B16S-внДНК 
в концентрации 100 нг/мл в течение 24 ч, а за-
тем окрашивали аннексином V-FITC/PI и ана-
лизировали с помощью проточной цитометрии 
(рис. 3, а). Жизнеспособность клеток В16 опре-
деляли с помощью МТТ-теста после их инку-
бации в присутствии h-внДНК или B16S-внДНК 
в концентрации 10–100  нг/мл в течение 24  ч 
(рис. 3, б). Влияние внДНК на миграцию клеток 
В16 исследовали методом «scratch»-теста: клет-
ки В16 инкубировали в присутствии h-внДНК 
или B16S-внДНК в концентрации 100  нг/мл и 
тестировали скорость зарастания ими царапи-
ны, формируемой в монослое (рис 3, в и г).

Оказалось, что ни h-внДНК, ни B16S-внДНК 
не влияют на уровень апоптоза, жизнеспособ-
ность и миграционные свойства клеток В16 
(рис. 3). Таким образом, аутологичная внДНК 
не меняла макросвойства клеток меланомы ни 
в плане усиления проопухолевой активности 
(пролиферация, миграция), ни в плане анти-
опухолевой активности (апоптоз).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящий момент накоплено большое 
количество данных о составе циркулирующих 
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Рис. 3. Влияние B16S-внДНК на апоптоз, жизнеспособность и миграционную активность клеток меланомы  В16. 
а  –  Влияние внДНК на способность запускать апоптоз клеток  B16. Результаты проточной цитометрии. Q3-1  – 
аннексин V-FITC–/PI+, некроз; Q3-2  – аннексин V-FITC+/PI+, поздний апоптоз; Q3-3  –  аннексин V-FITC–/PI–, 
живые клетки; Q3-4 – аннексин V-FITC+/PI–, ранний апоптоз. Положительный контроль позднего апоптоза – клет-
ки В16, обработанные стауроспорином (0,1 мкг/1 млн клеток). б – Влияние внДНК на жизнеспособность клеток B16. 
Данные МТТ-теста. Данные представлены как среднее ± SEM. в – Степень зарастания царапины клетками B16 через 
24 ч инкубации с внДНК. Данные Scratch-теста. г – Фотографии зарастания царапин клетками B16 через 24 ч инку-
бации с внДНК (4-кратное увеличение). Сплошная линия  – границы царапины в момент времени  0; пунктирные 
линии – граница клеточного фронта через 24 ч. Контроль – интактные клетки В16 без обработки

внДНК в крови высших организмов при раз-
личных патологиях, но биологические функ-
ции внДНК до сих пор активно изучаются. 
В клинической практике предпринимаются 
попытки использовать характеристики внДНК 
для ранней диагностики онкологических забо-
леваний [2]. Углубленное исследование харак-
теристик внДНК позволило поставить вопрос 

о возможной роли внДНК в канцерогенезе, 
что подтверждается некоторыми эксперимен-
тальными данными [11, 13, 14, 19]. В несколь-
ких работах было сделано предположение, 
что внДНК опухолевого происхождения, в со-
став которой в том числе входят и фрагменты 
онкогенов, может вести себя подобно онко-
вирусам, что открывает альтернативный путь 
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метастазирования [11, 13, 14]. Открытие ДНК-
содержащих микровезикул и полученные до-
казательства горизонтального переноса ДНК 
для многих клеточных линий и организмов 
позволили укрепить эту гипотезу  [19]. Несмо-
тря на то что накоплены некоторые данные о 
функциональном воздействии внДНК опухо-
левого происхождения на здоровые клетки, 
отсутствуют данные о влиянии такой внДНК 
на сами опухолевые клетки.

Целью данной работы было исследование 
влияния циркулирующих B16S-внДНК на опу-
холевые клетки для понимания механизмов, 
опосредующих участие циркулирующих опу-
холеспецифических внДНК в процессах онко-
трансформации. В  нашей работе в качестве 
внДНК опухолевого происхождения была ис-
пользована B16S-внДНК из сыворотки крови 
мышей с метастатической меланомой В16, для 
которой характерно образование большого 
числа метастазов в легких и высокая концен-
трация внДНК в сыворотке крови. Принимая 
во внимание, что клетки опухоли также испы-
тывают давление от внДНК, генерированных 
здоровыми клетками, особенно на ранних ста-
диях развития опухоли, h-внДНК также была 
использована в экспериментах.

Нами было обнаружено, что состав B16S-
внДНК значительно отличается от состава 
h-внДНК и по представленности последова-
тельностей онкогенов и МГЭ схож как с сум-
марной В16-ДНК, так и с B16CM-внДНК. Эти 
результаты подтверждают, что внДНК при мета-
статической меланоме имеет преимуществен-
но опухолевое происхождение и отражает со-
став геномной ДНК клеток В16, что позволяет 
рассматривать данную внДНК как опухоле-
специфичную. Это согласуется с тем, что ге-
ном опухолевых клеток отличается от генома 
нормальных клеток, и во многих случаях изме-
ненный профиль внДНК отражает превалиро-
вание в этом пуле ДНК из опухолевых клеток 
над ДНК из нормальных клеток [20].

Интересно, что ни B16S-внДНК, ни h-внДНК 
не оказывали никаких эффектов как с точки 
зрения усиления проопухолевой активности, 
так и противоопухолевой активности. В работе 
Mitra  et  al.  [13] было показано, что внДНК из 
крови пациентов с опухолями способна про-
никать в ядра клеток и адгезироваться хрома-
тином, что приводило к двуцепочечным раз-
рывам в ДНК и, как следствие, запуску ран-
них стадий апоптоза в клетках-реципиентах. 
Тем не менее следует отметить, что в работе 
Mitra et al. [13] использовали внДНК человека, 
а в качестве клеток-реципиентов  – фибро-
бласты NIH3T3 мыши, поэтому индукция 

апоптоза может объясняться видовым кон-
фликтом [21, 22]. И в данном исследовании, и 
в работе Mitra  et  al.  [13] использовались одни 
и те же концентрации внДНК (100  нг/мл). 
Тем не менее наши данные показали, что кон-
центрации внДНК в крови животных-опу-
холеносителей могут достигать 1500  нг/мл, 
и поэтому в условиях организма постоянно 
пополняющийся пул опухолеспецифической 
внДНК в высоких концентрациях может вызы-
вать более выраженные апоптотические сигна-
лы, сопровождающиеся усилением или ослаб-
лением инвазивных свойств опухолевых клеток.

Тем не менее, несмотря на отсутствие эф-
фектов внДНК на жизнеспособность, апоптоз 
и миграцию клеток меланомы В16, было обна-
ружено, что как B16S-внДНК, так h-внДНК 
вызывают изменение уровней мРНК ряда клю-
чевых генов: ДНКаз, как генов первичного 
ответа на присутствие экзогенной ДНК; онко-
генов, которые являются триггерами внутри-
клеточных каскадов, в том числе и каскадов, 
опосредующих онкотрансформацию  [23]; и ре-
тротранспозона L1td1.

Было показано, что ни один тип внДНК 
не вызывал повышения уровня экспрессии 
мРНК Dffb, кодирующего проапоптотическую 
ДНКазу, что может быть признаком отсутствия 
токсических эффектов внДНК. Тем не менее 
оба типа внДНК вызывали снижение уровня 
экспрессии мРНК ДНКазы Dffa, которая яв-
ляется специфическим ингибитором ДНКазы 
Dffb. В  норме оба белка находятся в форме 
неактивного гетеродимера, и при возникнове-
нии внешней угрозы в виде чужеродной ДНК 
либо при увеличении общей концентрации 
внутриклеточной ДНК происходит диссоциа-
ция гетеродимера с высвобождением активной 
субъединицы Dffb [24]. Для подавления избы-
точного функционирования Dffb требуется 
новая порция Dffa, однако снижение экспрес-
сии мРНК Dffa, кодирующего белок-ингиби-
тор, говорит о повышенной готовности клетки 
к расщеплению ДНК [25].

B16S-внДНК вызывала очень умеренное 
повышение уровня мРНК гена, кодирующего 
EndoG, нуклеазу широкого спектра действия, 
негативного регулятора апоптоза и участни-
ка процессов репарации  [26]. В  норме EndoG 
локализуется в митохондриях и только при 
разрушении митохондрий при апоптозе попа-
дает в ядро, где может приводить к разруше-
нию хроматина, активации других ДНКаз и 
усилению апоптотического каскада  [27]. По-
лученные нами данные указывают на то, что 
повышение уровня мРНК  EndoG может кор-
релировать с ограничением запуска апоптоза. 
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Следует отметить, что под действием h-внДНК 
уровень мРНК EndoG возрастал в значительно 
большей степени, чем под действием B16S-
внДНК.

B16S-внДНК вызывала значительное по-
вышение уровня мРНК Dnase1l3, кодирующе-
го секретируемую ДНКазу. Dnase1l3 способна 
расщеплять ДНК в ДНК-белковых комплек-
сах и является мощным инструментом защиты 
клеток от чужеродной ДНК либо собственной 
ДНК при увеличении ее концентрации вслед-
ствие обменных процессов в организме  [28, 
29]. Таким образом, инкубация клеток в при-
сутствии внДНК приводит к включению меха-
низмов защиты клетки от избыточной ДНК.

При анализе влияния B16S-внДНК на 
уровни онкогенов в клетках В16 было обнару-
жено лишь слабое повышение уровня мРНК 
онкогенов Fos, Jun (кодирует регуляторы тран-
скрипции) и Ras (кодирует белок-мессенджер, 
участвующий во многих сигнальных каска-
дах). При этом h-внДНК приводила к значи-
тельному (в 4 раза) повышению уровня мРНК 
онкогенов Fos и Ras относительно контро-
ля, а повышения экспрессии Jun не наблюда-
лось [30].

Белки Jun и Fos склонны к димеризации, 
и в норме существуют либо димеры Jun–Jun 
и Fos–Fos, обладающие относительно низкой 
способностью связываться с ДНК  [31], либо 
смешанные димеры Jun–Fos, более стабиль-
ные и обладающие более сильной ДНК-связы-
вающей активностью по сравнению с гомоди-
мерами [31]. Наблюдаемое повышение уровня 
мРНК Fos свидетельствует об активации кле-
точных каскадов, что может приводить к сти-
муляции пролиферации и инвазии опухоле-
вых клеток. Наблюдаемое увеличение уровня 
мРНК  Ras (ген малой GTPазы, являющейся 
промежуточным звеном в цепи передачи сиг-
налов во многих клеточных каскадах) также 
является признаком активации клеточных ка-
скадов, приводящей к усилению онкотранс-
формации [32].

Интересным результатом является обна-
руженная способность h-внДНК вызывать на 
уровне мРНК активацию в опухолевых клетках 
сигнальных путей, усиливающих онкотранс-
формацию в значительно большей степени, 
чем B16S-внДНК. Опухолеспецифическая цир-
кулирующая внДНК отличается от условно нор-
мальной циркулирующей внДНК измененным 
статусом метилирования и может активиро-
вать сигнальные пути через внутриклеточные 
TLR9-рецепторы, узнающие, как правило, неме-
тилированные СpG-мотивы  [33]. Кроме того, 
GC-состав опухолеспецифической внДНК от-

личается от условно нормальной циркулирую -
щей внДНК, как правило, в сторону увеличе-
ния представленности GC-богатых последо-
вательностей, что также может приводить к 
изменению TLR9-сигналинга  [34]. Опухо ле-
специфическая внДНК может характеризо вать-
ся повышенной представленностью 8-охоdG, 
что влияет на ее узнавание рецепторами, и, со-
ответственно, на запускаемые ею сигнальные 
пути в клетке  [35]. Таким образом, уровень 
активации внутриклеточных сигналов в опу-
холевых клетках под действием опухолеспе-
цифичной ДНК, которая является для клеток 
В16 аутологичной, и условно нормальной ДНК 
различается.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Суммируя все вышесказанное, можно за-
ключить, что как внДНК из сыворотки крови 
здоровых мышей, так и внДНК из сыворот-
ки крови мышей с метастатической мелано-
мой  В16 при воздействии на клетки  В16 вы-
зывает выраженный ответ: увеличение экс-
прессии внутриклеточных и секретируемых 
ДНКаз, которые не только защищают клетку 
от избыточной концентрации ДНК, но яв-
ляются регуляторами процессов апоптоза. 
ВнДНК здоровых мышей вызывала увеличе-
ние уровня мРНК онкогенов Fos и Ras, являю-
щихся триггерами большого числа сигнальных 
каскадов от блокировки апоптоза до усиления 
пролиферации опухолевых клеток. Активация 
процессов транскрипции и внутриклеточного 
сигналинга в опухолевых клетках под дей-
ствием внДНК обоих типов, продемонстри-
рованная in  vitro, может усилить чувствитель-
ность опухолевых клеток к другим стимулам 
(гистонам, низкомолекулярным медиаторам, 
факторам роста и т.д.), которые циркулируют в 
кровотоке вместе с внДНК in vivo [36]. В итоге 
общая мобилизация клеточных процессов мо-
жет способствовать пролиферации опухолевых 
клеток, формированию опухолевого микро-
окружения, росту опухолевого узла, усилению 
миграции и в конечном итоге усилению онко-
генеза, формированию преметастатической 
ниши и метастазированию.

Вклад авторов. М.Н.Л., З.М.А.  – идея и 
руководство исследованием; Ф.А.А., А.Л.А., 
С.А.В., С.И.А.  – проведение исследований; 
А.Л.А., М.Н.Л. – обсуждение результатов экс-
периментов с согласованием со всеми автора-
ми; Ф.А.А., А.Л.А., М.Н.Л. – написание руко-
писи; З.М.А. – редактирование рукописи.
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IMPACT OF CELL-FREE DNA FROM BLOOD SERUM 
OF MICE WITH METASTATIC MELANOMA ON THE ENHANCEMENT 

OF ONCOGENIC PROPERTIES OF MELANOMA CELLS

A. A. Filatova1,2, L. A. Alekseeva1, I. A. Savin1, A. V. Sen’kova1, 
M. A. Zenkova1, and N. L. Mironova1*

1 Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberiab Branch of Russian Academy of Sciences, 
630090 Novosibirsk, Russia; e-mail: mironova@niboch.nsc.ru

2 Faculty of Natural Sciences, Novosibirsk State University, 630090 Novosibirsk, Russia

Currently, a significant increase in the levels of circulating cell-free DNA (cfDNA) in the blood of patients 
is a generally recognized marker of the development of oncological diseases. Although tumor-associated 
cfDNA has been well studied, its biological functions remain unclear. In this work, we investigated the effect 
of cfDNA isolated from the blood serum of mice with B16-F10 metastatic melanoma on the properties of 
B16-F10 melanoma cells in vitro. It was found that the profile of cfDNA isolated form blood serum of mice 
with melanoma differs significantly from the cfDNA isolated from blood serum of healthy mice, and is 
similar concerning the abundance of oncogenes and mobile genetic elements (MGE) to the genomic DNA 
of B16 cells. It was shown that cfDNA of mice with melanoma penetrated into B16 cells, resulting to the 
increase in the abundance of oncogenes and MGE fragments, and caused the 5-fold increased mRNA lev-
el of the secreted DNase Dnase1l3 and a slight increase of the mRNA level of the Jun, Fos, Ras, and Myc 
oncogenes. cfDNA of healthy mice caused increasing of mRNA level of the intracellular regulatory DNase 
EndoG and a 4-fold increase of mRNA level of Fos and Ras oncogenes, which are well-known triggers of a 
large number of signal cascades, from apoptosis inhibition to increased tumor cell proliferation. Thus, it is 
obvious that the circulating cfDNA of tumor origin is able to penetrate into cells and, despite the fact that no 
changes were found in the level of viability and migration activity of tumor cells, cfDNA, even with a single 
exposure, can cause changes at the cellular level that increase the oncogenicity of recipient cells.

Keywords: circulating cell-free DNA, melanoma B16
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Мультиформная глиобластома (МГБ) представляет собой крайне агрессивное онкологическое 
заболевание, характеризующееся неконтролируемым диффузным ростом, развитием резистент-
ности к радио- и химиотерапии и высокой вероятностью рецидивов, что определяет низкую вы-
живаемость пациентов с МГБ. Учитывая большое количество сигнальных путей, задействованных 
в регуляции патогенеза МГБ, разработка новых антиглиобластомных препаратов на основе муль-
титаргетных природных метаболитов является перспективным направлением исследований. В на-
стоящей работе изучен противоопухолевый потенциал полусинтетического тритерпеноида солок-
солон триптамида (СТА) в отношении клеток глиобластомы человека U87. Было установлено, что 
СТА эффективно блокирует пролиферацию клеток  U87 как в 2D-, так и в 3D-культуре in  vitro, 
усиливает адгезивные свойства опухолевых клеток и проявляет цитотоксическое действие синер-
гично с темозоломидом. С помощью подходов компьютерной биологии установлено, что выражен-
ная антиглиобластомная активность СТА может быть обусловлена его прямым взаимодействием с 
EGFR, ERBB2 и  AKT1, играющими важную роль в регуляции злокачественности  МГБ. Помимо 
прямого действия на клетки U87, СТА оказывал нормализующее действие на опухолевое микро-
окружение на мышиной гетеротопической ксенографтной модели глиобластомы  U87, подавляя 
развитие сети незрелых тонкостенных кровеносных сосудов и продукцию эластина в опухолевой 
ткани. Полученные данные позволяют предложить СТА в качестве перспективного антиглиобла-
стомного кандидата.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: мультиформная глиобластома, цианоеноновый фармакофор, пентациклические 
тритерпеноиды, сфероиды, ангиогенез, синергичность, молекулярный докинг, генные сети, опухолевое 
микроокружение.

DOI: 10.31857/S0320972523070126, EDN: FYGZSR

Принятые сокращения: МГБ – мультиформная глиобластома; СТА – солоксолон триптамид; ТМЗ – темозоломид; 
ALDH – альдегиддегидрогеназа; TGF-β – трансформирующий ростовой фактор бета.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Согласно данным Всемирной организации 
здравоохранения, мультиформная глиобласто-
ма  (МГБ) представляет собой одно из наибо-
лее агрессивных неопластических заболеваний 
головного мозга, распространенность кото-
рого составляет примерно 1  случай на 100 000 
населения в год  [1]. Несмотря на получение 
медицинской помощи в полном объеме, вклю-
чающем максимальную резекцию опухоли, лу-
чевое воздействие на ее ложе и химиотерапию 
темозоломидом (ТМЗ), медианное значение 

продолжительности жизни пациентов с  МГБ 
составляет лишь 15–18  месяцев  [2]. Данный 
факт объясняется высокой злокачественно-
стью клеток глиобластомы, их способностью 
к диффузному инфильтративному росту в 
окружающие ткани и развитием устойчивости 
клеток опухоли к радио- и химиотерапии, что 
определяет склонность МГБ к рецидивам  [1]. 
Низкая эффективность лечения данного онко-
логического заболевания также связана с крайне 
ограниченным арсеналом лекарственных пре-
паратов, одобренных для терапии  МГБ, вклю-
чающим ТМЗ (алкилирующий агент на основе 
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имидазолтетразина, препарат первой линии) и 
бевацизумаб (гуманизированное рекомбинант-
ное антитело к эндотелиальному фактору роста 
сосудов (VEGF), препарат второй линии), ис-
пользование которых ограничивается развити-
ем у клеток МГБ лекарственной устойчивости 
и низкой эффективностью их проникновения 
в опухолевую ткань соответственно [3]. Таким 
образом, поиск новых лекарственных агентов, 
способных эффективно проникать через гема-
тоэнцефалический барьер и блокировать про-
лиферацию и инвазионные свойства клеток 
МГБ является критически важным направле-
нием современной медицинской химии.

Отличительной особенностью МГБ явля-
ется ее выраженная гетерогенность, т.е. суще-
ствование в рамках одной опухоли различных 
популяций опухолевых клеток, отличающихся 
друг от друга профилем ключевых сигналь-
ных путей и, как результат, характеризующих-
ся разным функциональным состоянием  [2]. 
Данная особенность лежит в основе низкой 
эффективности современной химиотерапии 
МГБ  [4] и свидетельствует о перспективно-
сти использования мультитаргетной страте-
гии для создания новых антиглиобластомных 
препаратов  [5]. Одним из важных источников 
мультитаргетных фармакологически активных 
соединений являются природные метаболиты, 
активно исследуемые в настоящее время в ка-
честве агентов, блокирующих пролиферацию 
и инвазивность клеток МГБ не только в кле-
точных экспериментах, но и на ортотопиче-
ских моделях глиобластомы in vivo [6].

Ранее нами в сотрудничестве с исследо-
вателями из лаборатории фармакологически 
активных веществ Новосибирского институ-
та органической химии им.  Н.Н.  Ворожцова 
СО РАН было разработано полусинтетическое 
производное глицирретовой кислоты солоксо-
лон триптамид (СТА), обладающий комплекс-
ным противоопухолевым эффектом в отно-
шении клеток МГБ in  vitro, включающим ин -
дукцию митохондриального стресса с после-
дующим запуском апоптоза, блокировку клоно-
генного потенциала, клеточной подвижности 
и способности клеток МГБ к васкулогенной 
мимикрии  [7]. Кроме этого, на гетеротопиче-
ской ксенографтной мышиной модели было 
установлено, что СТА способен эффективно 
проникать через гематоэнцефалический барь-
ер и достоверно подавлять рост глиобласто-
мы человека U87 in  vivo  [7]. Целью настоя-
щего исследования является расширение зна-
ний об антиглиобластомном потенциале  СТА. 
В  данной работе изучен эффект СТА на рост 
клеток МГБ человека  U87 в 3D-культуре и 

их адгезионные свойства, проанализирована 
синергичность цитотоксического действия СТА 
с ТМЗ в отношении клеток глиобластомы U87 
и влияние СТА на ряд характеристик опухо-
левого микроокружения в эксперименте с глио-
бластомой  U87 in  vivo. Кроме этого, с помо-
щью подходов компьютерной биологии уста-
новлен ряд потенциальных белковых мише-
ней СТА, определяющих его выраженные анти-
глиобластомные свойства. Полученные данные 
позволяют предложить СТА в качестве перспек-
тивного лекарственного кандидата, оказываю-
щего комплексный модулирующий эффект на 
ключевые характеристики, определяющие вы-
сокую злокачественность МГБ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследуемое соединение. Солоксолон трип-
тамид (СТА) был синтезирован в лаборатории 
фармакологически активных веществ Ново-
сибирского института органической химии 
им. Н.Н. Ворожцова СО РАН с.н.с., к.х.н. Са-
ломатиной О.В., согласно опубликованной ра-
нее методике  [7], и передан для проведения 
биологических испытаний в виде кристалли-
ческого порошка. СТА  был растворен в ди-
метилсульфоксиде  (ДМСО) в концентрации 
10  мМ и хранился при –20 °С до проведения 
экспериментов.

Культивирование клеток МГБ человека U87. 
Клетки глиобластомы человека  U87, получен-
ные из Американской коллекции клеточных 
культур («ATCC», США), культивировали 
в питательной среде Игла в модификации 
Дульбекко (DMEM; «Sigma Aldrich», США), 
содержащей 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки (FBS; «Gibco», США) и раствор 
антибиотиковантимикотиков («MP Biomed icals», 
Франция), включающий пенициллин, стреп-
томицин и амфотерицин в конечных концен-
трациях 100 ед./мл, 0,1 мг/мл и 0,25 мкг/мл со-
ответственно. Культуру клеток поддерживали 
в инкубаторе с увлажненной атмосферой при 
температуре 37 °C с 5%-ным содержанием CO2 
(далее – стандартные условия).

Оценка цитотоксичности СТА на 2D-культу-
ре клеток U87 (МТТ-тест). Клетки U87 выса-
живали в 96-луночные планшеты («TPP», 
Швейцария) в концентрации 104  клеток на 
лунку в среде  DMEM, содержащей 10%  FBS 
(DMEM/10%  FBS), и инкубировали в стан-
дартных условиях в течение 24  ч. Затем пи-
тательную среду заменяли на бессыворо-
точную с добавлением  СТА (100–800 нМ), и 
инкубировали клетки дополнительные 24 ч, 
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после чего добавляли в каждую лунку раствор 
соли тетразола  (MTT) до конечной концен-
трации 0,5 мг/мл. Спустя 2 ч инкубации среду 
удаляли, добавляли 100 мкл ДМСО для раство-
рения кристаллов формазана и измеряли по-
глощение растворов при длине волны 570 нм и 
референсной длине волны 620 нм на многока-
нальном спектрофотометре Multiscan RC plate 
reader («Thermo LabSystems», Финляндия).

Исследование эффекта СТА на рост сфе-
роидов клеток U87. Оценку воздействия СТА 
на рост сфероидов U87 проводили с помощью 
двух экспериментальных методик: путем куль-
тивирования клеток на планшетах, дно кото-
рых было покрыто 1%-ной агарозой (1) либо 
гидрофильным, неиногенным, нейтрально за-
ряженным гидрогелем («Corning», США); да-
лее  – планшеты со сверхнизким сцеплением 
дна (2). На  первом этапе клетки U87 в среде 
DMEM/10% FBS помещали в покрытые агаро-
зой 48-луночные планшеты («TPP») и 6-луноч-
ные планшеты («Servicebio», Китай) со сверх-
низким сцеплением дна в концентрации 2 × 103 
и 5 × 105 клеток на лунку соответственно. После 
инкубации в течение 7 и 4 дней в стандартных 
условиях для методик (1) и (2) соответственно 
к получившимся сфероидам добавляли СТА 
в среде DMEM без добавления сыворотки до 
конечных концентраций 0,1–2  мкМ. Фото-
графии сфероидов делали с помощью инвер-
тированного микроскопа ZEISS Primo Vert со 
встроенной камерой ZEISS AxioCam ERc5s 
(«Carl Zeiss Microscopy GmbH», Германия) 
сразу после добавления растворов СТА и затем 
каждые 2–3  суток до 28  суток инкубации  (1) 
либо однократно через 2 суток после добавле-
ния тритерпеноида  (2). Для каждой экспери-
ментальной группы определяли площадь 4  (1) 
или 250 (2) сфероидов с помощью программы 
ImageJ («NIH», США) и нормировали данный 
показатель на среднюю площадь сфероидов 
в контроле (клетки U87 без добавления СТА).

Исследование эффекта СТА на TGF-β-сти-
мулированное формирование сфероидо-подоб-
ных структур на монослое клеток U87. Клет-
ки  U87 в среде DMEM/10%  FBS высажива-
ли в 96-луночные планшеты в концентрации 
5 × 103 клеток на лунку и культивировали в те-
чение ночи в стандартных условиях. Затем 
заменяли питательную среду на среду без 
сыворотки, содержащую TGF-β1 (50 нг/мл) 
(«Prospec», Израиль) и СТА (200, 400 мкМ). 
Через 48 ч после индукции формирование сфе-
роидо-подобных структур регистрировали с по-
мощью инвертированного микроскопа EVOS XL 
Core («Thermo Fisher Scientific», США). Для 
каждой экспериментальной и контрольной 

групп фотографировали 4  поля при 200×  уве-
личении микроскопа с использованием встро-
енной CMOS-камеры. Для каждой экспе-
риментальной группы определяли площадь 
не менее 10  сфероидо-подобных структур с 
помощью программы  ImageJ и нормировали 
данный показатель на среднюю площадь сфе-
роидов в контрольной группе (инкубация с 
TGF-β, но без СТА).

Исследование эффекта СТА на адгезивные 
свойства клеток U87 (трипсиновый тест). Клет-
ки U87 высаживали в 96-луночные планшеты 
в концентрации 104  клеток на лунку в среде 
DMEM/10%  FBS и культивировали в течение 
ночи в стандартных условиях. Затем заменяли 
питательную среду на среду без сыворотки, 
содержащую СТА в концентрации 25–100 нМ, 
и инкубировали 24  ч в стандартных условиях. 
По  окончании инкубации к клеткам добавля-
ли 30 мкл TrypLETM («Gibco»), разбавленного 
фосфатно-солевым буфером  (PBS) (1 : 10), по-
мещали планшет в CO2-инкубатор на 3  мин, 
после чего дважды промывали клетки средой 
DMEM/10%  FBS. Количество клеток, остав-
шихся прикрепленными ко дну лунки после 
отмывки, оценивали с помощью МТТ-теста.

Исследование эффекта СТА на адгезивность 
клеток U87 к коллагеновой подложке. Клетки 
U87 высаживали в 6-луночные планшеты в 
концентрации 2,8 × 105 клеток на лунку в среде 
DMEM/10%  FBS и инкубировали в течение 
ночи в стандартных условиях. Затем среду уби-
рали, к клеткам добавляли СТА (25–100  нМ) 
в среде DMEM без добавления сыворотки и 
дополнительно культивировали 24 ч в стан-
дартных условиях. По окончании инкубации 
клетки открепляли от поверхности планше-
тов с помощью TrypLETM, ресуспендировали 
в среде DMEM/10%  FBS и высаживали в кон-
центрации 105 клеток на лунку в 96-лучночные 
планшеты, дно которых было предварительно 
покрыто коллагеном, выделенным из хвоста 
крысы («Cell Applications, Inc.», США). Через 
1  ч инкубации в стандартных условиях лунки 
планшетов дважды промывали PBS и оценива-
ли с помощью MTT-теста количество клеток, 
прикрепившихся к коллагеновой подложке.

Исследование сочетанного действия СТА и 
ТМЗ на клетках U87. Клетки U87 высажива-
ли в 96-луночные планшеты в концентрации 
104  клеток на лунку в среде DMEM/10%  FBS 
и инкубировали ночь в стандартных условиях. 
Затем среду в лунках заменяли на DMEM без 
сыворотки, добавляли СТА и/или темозоло-
мид до конечных концентраций 0,1–1 и/или 
100–500 мкМ соответственно и культивировали 
клетки в течение 72 ч в стандартных условиях. 



МАРКОВ и др.1240

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

По  окончании инкубации количество живых 
клеток U87 оценивали с помощью MTT-те-
ста. Анализ типа сочетанного действия соеди-
нений проводили с помощью веб-ресурса 
SynergyFinder (https://synergyfinder.fimm.fi) [8].

Анализ активности альдегиддегидрогена зы 
в клетках U87. Клетки U87 в среде DMEM/10% 
FBS высаживали в 6-луночные планшеты в кон-
центрации 2,8 × 105 клеток на лунку и инкуби-
ровали в течение ночи в стандартных усло-
виях. Затем среду убирали, и к клеткам добав-
ляли СТА в концентрациях 0,5 и 1 мкМ в среде 
DMEM без сыворотки и вновь инкубировали 
24  ч в стандартных условиях. После этого ак-
тивность альдегиддегидрогеназы  (ALDH) опре-
деляли с помощью коммерческого набора 
AldeRed® ALDH Detection Assay («Sigma-
Aldrich Inc.», Германия), согласно протоколу 
производителя. Коротко, клетки снимали с 
поверхности планшета с помощью TrypLETM, 
ресуспендировали в 1 мл буфера AldeRed Assay 
Buffer и добавляли в каждую пробирку 5  мкл 
флуоресцентного красителя AldeRed, а в кон-
трольные пробирки дополнительно добавляли 
5 мкл ингибитора ALDH диэтиламинобенз-
альдегида (DEAB). После инкубации в течение 
45  мин в стандартных условиях клетки соби-
рали с помощью центрифугирования, ресус-
пендировали их в 200  мкл буфера, помещали 
пробирки в лед и проводили анализ образ-
цов на проточном цитофлуориметрe NovoCyte 
(«ACEA Biosciences, Inc», США) с помощью 
программного обеспечения NovoExpress Soft-
ware («ACEA Biosciences, Inc»). Для каждого 
образца проводили анализ 10 000 событий.

Идентификация потенциальных белковых ми-
шеней СТА с помощью in silico подходов. На пер-
вом этапе анализа определяли возможные пер-
вичные белковые мишени СТА путем анализа 
его структуры хемоинформатическими платфор-
мами Polypharmacology Browser 2.0 [9] и Swiss-
TargetPrediction  [10], после чего добавляли 
их по отдельности к списку генов, ассоции-
рованных, согласно базе данных DisGeNET, 
с патогенезом МГБ C1621958 (3197  генов), и 
строили для дополненных списков генные 
ассоциативные сети с использованием базы 
данных STRING (the Search Tool for Retrieval 
of Interacting Genes/Proteins) [11]. Полученные 
сети визуализировали в программной среде 
Cytoscape  3.9.1 и анализировали с помощью 
плагина cytoHubba  [12]: для каждой первич-
ной мишени СТА вычисляли «Degree», «MCC» 
и «Betweenness» (характеристики центральности 
гена в сети), ранжировали списки мишеней по 
данным показателям и вычисляли «общий ранг» 
как среднее от ранга мишени по трем показателям.

На следующем этапе с помощью молеку-
лярного докинга проводили моделирование 
взаимодействия СТА с наиболее связанными 
с генной сетью глиобластомы (т.е.  характе-
ризующимися наименьшим значением ран-
га) мишенями. Кристаллические структуры 
EGFR  (Protein Data Bank (PDB)  ID: 8A2D), 
AKT1  (PDB  ID: 3O96), FYN  (PDB  ID: 2DQ7) 
и ERBB2 (PDB ID: 3RCD) были взяты из базы 
данных RCSB  PDB (https://www.rcsb.org/), из 
них удаляли молекулы воды и кокристалли-
зованные лиганды (известные ингибиторы) 
с помощью Discovery Studio Visualizer v21.1.0 
и добавляли полярные водороды и частичные 
атомные заряды по методу Гастейгера с помо-
щью AutoDock Tools 1.5.7. 2D-Структуры СТА 
и известных ингибиторов переводили в трех-
мерную форму в MarvinSketch v22.1, опти-
мизировали геометрию молекул с помощью 
Avogadro v1.2.0 (силовое поле MMFF94) и 
устанавливали способность связей внутри 
лигандов к свободному вращению с помо-
щью AutoDock Tools  1.5.7. Моделирование 
взаимодействий «лиганд–белок» проводили 
в программе AutoDockVina  [13] с использо-
ванием следующих параметров: EGFR  – 
size_x = 22, size_y = 14, size_z = 16, center_x =
= –1,379, center_y = –9,243, center_z = 18,98; 
AKT1 – size_x = 14, size_y = 18, size_z = 18, 
center_x = 8,507, center_y = –7,504, center_z =
= 10,15; FYN  – x = 14, size_y = 14, size_z = 14, 
center_x = –15,594, center_y = 17,532, center_z =
= –12,787; ERBB2  – x = 16, size_y = 16, size_z =
= 14, center_x = 13,147, center_y = 29,114, center_z =
= 29,114. Докинг-комплексы с прочными взаи-
модействиями между лигандом и белком 
(ΔG ≤ 7,0  ккал/моль) визуализировали с по-
мощью Discovery Studio Visualizer v21.1.0 и 
LigPlot+ v.2.2.7 в 3D- и 2D-форматах соответ-
ственно и отбирали структуры, стабилизиро-
ванные наибольшим количеством водородных 
связей.

Потенциальные белковые мишени СТА, 
отобранные с помощью молекулярного до-
кинга, наносили на иерархическое дерево ки-
нома человека с помощью платформы KinMap 
(http://www.kinhub.org/kinmap/), в структуре 
которого отмечали киназы, ассоциирован-
ные с патогенезом МГБ (согласно базе дан-
ных Open Targets Platform (https://platform.
opentargets.org/)).

Лабораторные животные. В работе исполь-
зовали 6–8-недельных бестимусных мышей-
самок линии Nude развода Российского на-
ционального центра генетических ресурсов 
лабораторных животных на базе SPF-вива-
рия Института цитологии и генетики (ИЦиГ) 
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СО РАН (Новосибирск, Россия). Животных со-
держали в SPF-виварии ИЦиГ СО РАН по 6 осо-
бей в клетке в соответствии с нормами содер-
жания SPF-животных. Мыши имели свобод-
ный доступ к еде и воде. Клетки, подстилка, 
корм и вода подвергались автоклавированию.

Гетеротопическая ксенографтная модель 
МГБ. Для формирования ксенографтной моде-
ли с первичным опухолевым узлом суспензию 
клеток глиобластомы U87 (2 × 107  клеток/мл) 
вводили подкожно в левый бок мышам линии 
Nude в 0,1 мл 0,9%-ного раствора натрия хло-
рида c 0,05  мл матригеля (Matrigel® Matrix; 
«Corning», США). На 5-й день после трансплан-
тации животных распределяли на группы  – 
по 6 мышей в каждой: (1) мыши, получавшие 
внутрибрюшинные  (в.б.) инъекции 10%-ного 
Tween-80  (контроль) и (2) мыши, получав-
шие в.б. инъекции соединения СТА в 10%-ном 
Tween-80 в дозе 20  мг/кг. Все в.б.  инъекции 
проводили в объеме 200  мкл 3  раза в неделю. 
Всего было произведено 7  инъекций. Мышей 
выводили из эксперимента на 21-й  день роста 
опухоли путем дислокации шейных позвонков 
под изофлюрановой анестезией. Производили 
забор опухолевых узлов для последующего гис-
тологического исследования.

Гистология. Опухолевые узлы фиксирова-
ли в 10%-ном нейтральном формалине («Bio-
Vitrum», Россия), затем производили обез-
воживание в спиртах возрастающей концен-
трации, просветляли ксилолом и заключали в 
парафин HISTOMIX («BioVitrum»). Парафи-
новые срезы толщиной до  5  мкм окрашивали 
гематоксилином и эозином. Локализацию и 
количество стромального компонента опухоли 
(эластиновые волокна) определяли с помо-
щью окрашивания срезов по Ван  Гизону  [14]. 
Гистологические срезы анализировали на мик-
роскопе Axiostar plus, оснащенном камерой 
Axiocam MRc5 («Zeiss», Германия).

Морфометрическое исследование опухоле-
вых узлов. Морфометрический анализ гисто-
логических срезов опухолевых узлов проводи-
ли с использованием закрытой тестовой си-
стемы из 100  точек площадью 3,2 × 106  мкм2 
при 200×  увеличении микроскопа, наклады-
вая сетку случайным образом. При проведе-
нии морфометрического исследования опу-
холевых узлов подсчитывали объемные плот-
ности стромального компонента опухолевой 
ткани и численную плотность тонкостенных 
кровеносных сосудов в ткани опухоли. Объ-
емную плотность оцениваемой гистологиче-
ской структуры подсчитывали по формуле: 

Vv = (Pструктура/Pтест) × 100%, 

где Pструктура  – количество точек, которые при-
ходятся на структуру, а Pтест  – общее количе-
ство тестовых точек, в данном случае  –  100. 
Численную плотность оцениваемой гисто-
логической структуры определяли путем под-
счета количества структур в пределах тестового 
поля, в данном случае  – 3,2 × 106  мкм2. Всего 
оценивали по  5  полей зрения в каждом об-
разце для каждой гистологической структуры; 
таким образом, всего было проанализировано 
по 30 полей зрения в каждой эксперименталь-
ной группе.

Статистический анализ полученных данных 
проводили с помощью программного пакета 
GraphPad Prism 8.0.1. Проверку нормальности 
распределения количественных показателей 
проводили с использованием критерия Ша-
пиро–Уилка. Для оценки достоверности раз-
личий между группами с нормальным и не-
нормальным распределениями применяли 
непарный критерий Стьюдента и непарамет-
рический U-критерий Манна–Уитни соответ-
ственно. Различия считались достоверными 
при уровне значимости p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

СТА эффективно подавляет рост сфероидов 
клеток U87. На  первом этапе исследования 
была оценена цитотоксичность СТА (рис. 1, а) 
в отношении клеток МГБ человека U87 in vitro. 
Исследуемый тритерпеноид эффективно по-
давлял жизнеспособность клеток U87 в моно-
слое в низких субмикромолярных концен-
трациях: его значение IC50

(24  ч) составило около 
0,7  мкМ (рис.  1,  б). Учитывая, что монослой 
клеток (2D-культура) не в полной мере моде-
лирует опухолевый рост in  vivo, при котором 
опухолевые клетки в зависимости от поло-
жения в опухолевом узле имеют различный 
доступ к питательным веществам и кисло-
роду, противоопухолевый потенциал СТА был 
далее проанализирован на сфероидах МГБ 
(3D-культура). Для этого к сфероидам клеток 
U87, сформированным в культуральных план-
шетах, покрытых 1%-ной агарозой, добавляли 
СТА (0,5–4 мкМ) и оценивали их относитель-
ную площадь каждые 2–4 дня в течение 21 су-
ток. Как видно из рис. 1, в, в ходе эксперимен-
та площадь сфероидов в контроле (без  СТА) 
линейно росла, тогда как СТА дозозависимо 
тормозил рост сфероидов, причем эти раз-
личия в площади сфероидов становятся замет-
ными, начиная с  7  дня инкубации. К  концу 
эксперимента наблюдалось значительное сни-
жение площади сфероидов в 2,5, 3 и 12,1 раза 
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Рис. 1. Влияние СТА на рост клеток глиобластомы человека. а  –  Структурная формула  СТА. б  –  Цитотоксичность 
СТА в отношении клеток U87. Клетки инкубировали с указанными концентрациями СТА в течение 24 ч, и затем оце-
нивали уровень живых клеток с помощью МТТ-теста. в – Влияние СТА на рост сфероидов U87 в планшетах, дно ко-
торых покрыто агарозой, и планшетах со сверхнизким сцеплением дна (г). К сфероидам U87 добавляли СТА в указан-
ных концентрациях и оценивали площадь сфероидов в указанных временных точках (в) или через 48 ч инкубации (г) 
с помощью фазово-контрастной микроскопии. д и е – Влияние СТА на формирование сфероидо-подобных структур 
в монослое клеток  U87 под действием TGF-β. Клетки инкубировали с TGF-β1 (50  нг/мл) и СТА (200, 400  мкМ) 
в течение 48 ч, и оценивали площадь сфероидов с помощью фазово-контрастной микроскопии. Фотографии сделаны 
при 200× увеличении (д), стрелками показаны сфероидо-подобные структуры. Площади сфероидов (в, г) и сфероидо-
подобных структур (е) были подсчитаны с помощью программы ImageJ

по сравнению с контролем для концентра-
ций СТА 1, 2 и 4 мкМ соответственно (рис. 1, в). 
Наблюдаемый супрессивный эффект СТА в 
отношении роста клеток МГБ в 3D-культуре 
был также подтвержден в независимом экс-
перименте со сфероидами клеток U87, сфор-
мированными на культуральных планшетах 
со сверхнизким сцеплением дна. Из  графика, 
представленного на рис. 1, г, видно, что инку-
бация сфероидов в присутствии 2 мкМ СТА в 
течение 48 ч приводила к достоверному сниже-
нию их площади.

Известно, что трансформирующий росто-
вой фактор бета (TGF-β) играет важную роль 
в регуляции злокачественности МГБ, усили-

вая их стволовые свойства, инвазивность и 
метастазирование  [15]. Учитывая, что TGF-β 
является также известным стимулятором 
сфероидного роста клеток глиобластом  [16], 
на следующем этапе работы был исследован 
эффект СТА на формирование сфероидо-по-
добных структур в монослое TGF-β-стиму-
лированных клеток  U87. Мы показали, что 
3-дневный интактный монослой клеток U87 ха-
рактеризовался небольшим количеством мно-
гослойных структур, размер которых в 5,3 раза 
увеличивался при стимуляции клеток TGF-β 
по сравнению с контролем, причем данный 
эффект не был связан с усилением пролифера-
ции клеток (рис. 1, д и е). Инкубация TGF-β-
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Рис. 2. Влияние СТА на адгезивные свойства клеток глиобластомы человека. а – Воздействие СТА на адгезивность 
клеток U87, оцененную методом трипсинизации. Клетки инкубировали с СТА в указанных концентрациях в течение 
24 ч, затем обрабатывали TrypLETM, отмывали средой DMEM и определяли число клеток, оставшихся прикреплен-
ными ко дну планшета с помощью МТТ-теста. б  –  Эффект СТА на адгезию клеток U87 к коллагеновой подложке. 
Клетки индуцировали СТА в указанных концентрациях в течение 24 ч, затем высаживали на 1 ч в лунки 96-луночного 
планшета, дно которого было покрыто коллагеном из хвоста крыс, после чего отмывали PBS и оценивали количество 
клеток, прикрепившихся к коллагеновой подложке, с помощью MTT-теста. Данные представлены как среднее ± стан-
дартное отклонение четырех (а) и шести (б) независимых экспериментов

стимулированных клеток в присутствии СТА 
в концентрации 200 нМ достоверно в 2,6 раза 
снижала размер сфероидо-подобных форми-
рований по сравнению с TGF-β-обработан-
ным контролем, а при дальнейшем повыше-
нии концентрации СТА до  400  нМ площадь 
сфероидо-подобных структур в TGF-β-стиму-
лированных клетках U87 снижалась до значе-
ний интактного контроля (рис. 1, д и е).

СТА усиливает адгезивные свойства кле-
ток U87. Установив наличие у СТА выражен-
ных антипролиферативных свойств в отноше-
нии клеток  U87 (рис.  1), далее мы проанали-
зировали, обладает ли исследуемый тритерпе-
ноид противоопухолевым потенциалом в не-
токсичных концентрациях, сконцентрировав 
внимание на таком свойстве клеток U87, как 
адгезивность, ослабление которой ассоцииро-
вано с высоким метастатическим потенциа-
лом МГБ [17].

Для оценки влияния СТА на адгезионную 
активность клеток монослой клеток U87 инку-
бировали в отсутствие  (контроль) или в при-
сутствии  СТА в концентрациях 25–100  нМ в 
течение 24 ч, после чего обрабатывали клетки 
разбавленным раствором рекомбинантного 
трипсина TrypLETM в течение 3 мин, отмывали 
открепившиеся клетки и оценивали количе-
ство клеток, прикрепленных ко дну планшета, 
с помощью МТТ-теста. Как видно из рис. 2, а, 
СТА во всех используемых концентрациях до-

стоверно усиливает адгезивность клеток  U87, 
причем с увеличением концентрации СТА в 
среде увеличивается и количество неоткрепив-
шихся клеток. Количество клеток, оставшихся 
прикрепленными ко дну планшета после дей-
ствия TrypLETM, в экспериментальных груп-
пах превышало данный показатель в контроле 
в 1,9–2,8 раза.

Дополнительно был изучен эффект СТА в 
отношении адгезии клеток U87 к коллагено-
вой подложке, имитирующей in  vitro внекле-
точный матрикс. Клетки U87 инкубировали 
в присутствии 25–100 нМ СТА в течение 24 ч, 
после чего их снимали с планшета с помо-
щью TrypLETM и переносили на 96-луночный 
планшет, дно лунок которого было покрыто 
коллагеном из хвоста крыс. Клетки инкубиро-
вали на коллагеновых подложках в течение 1 ч, 
отмывали от неприкрепившихся клеток и оце-
нивали количество прикрепившихся клеток 
с помощью МТТ-теста. Как и в случае с пре-
дыдущим экспериментом, СТА достоверно 
усиливал адгезионную активность клеток U87, 
при этом наибольшее усиление адгезии на-
блюдалось при концентрации СТА в среде 50 
и 100 нМ (рис. 2, б).

СТА действует синергически в комбинации 
с ТМЗ в отношении жизнеспособности кле-
ток U87. Как было отмечено выше, препа-
ратом первой линии при терапии МГБ яв-
ляется ТМЗ, который представляет собой 
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Рис. 3. Синергическое действие СТА и ТМЗ на клетки глиобластомы U87. а  –  Сочетанное действие СТА и ТМЗ 
в отношении жизнеспособности клеток U87. Клетки U87 культивировали с СТА и/или ТМЗ в указанных концентра-
циях в течение 72 ч, после чего количество живых клеток определяли с помощью МТТ-теста. б – Профиль совмест-
ного цитотоксического действия СТА и ТМЗ, построенный с помощью веб-ресурса SynergyFinder. в – Влияние СТА 
на активность ALDH в клетках U87. Клетки U87 инкубировали с СТА в указанных концентрациях в течение 24  ч 
и оценивали активность ALDH с помощью набора AldeRed® ALDH Detection Assay и проточной цитометрии. DEAB – 
диэтиламинобензальдегид

ДНК-метилирующий агент, способствующий 
образованию в цепях  ДНК O6-метилгуанина, 
последующему появлению в них двуцепочеч-
ных разрывов в результате репарации нека-
нонических пар нуклеотидов и, как результат, 
гибели клеток МГБ  [18]. Учитывая критиче-
скую важность данного алкилирующего агента 
в схемах лечения МГБ, важным аспектом раз-
работки новых антиглиобластомных лекар-
ственных кандидатов является оценка их со-
четанного действия с  ТМЗ. Для этого клетки 
U87 инкубировали в присутствии различных 
концентраций СТА (0,1–1 мкМ) и ТМЗ (100–

500  мкМ) в течение 72  ч, после чего опреде-
ляли количество жизнеспособных клеток с по-
мощью МТТ-теста и анализировали характер 
сочетанного действия исследуемых препаратов 
с помощью платформы SynergyFinder  2.0  [8]. 
Как видно из тепловой карты, представлен-
ной на  рис. 3, а, ТМЗ  обладал слабым уров-
нем цитотоксичности в отношении клеток 
U87 (IC50

(72 ч) > 500 мкМ), в то время как СТА в 
концентрации 1  мкМ приводил практически 
к полной гибели опухолевых клеток IC50

(72 ч)  =
= 0,4 ± 0,1 мкМ). При совместном примене-
нии ТМЗ и СТА действовали синергически 
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при использовании СТА в пределах значе-
ния его IC50: наибольший δ-индекс синергии 
составлял 54,1 при сочетании 0,5  мкМ  СТА 
и  100  мкМ  ТМЗ, вызывая гибель 94%  клеток 
глиобластомы U87 через 72 ч (рис. 3, б). Инте-
ресно, что дальнейшее повышение концен-
траций исследуемых соединений приводило к 
снижению δ-индекса (рис. 3, б), что может сви-
детельствовать о запуске в клетках U87 ком-
пенсационных механизмов в ответ на нараста-
ющий ксенобиотический стресс. Для проверки 
данной гипотезы был исследован эффект СТА 
на уровень активности альдегиддегидрогена-
зы, играющей важную роль в детоксикации ан-
тинеопластических препаратов и подавлении 
вызванного ими окислительного стресса  [19]. 
Клетки U87 инкубировали в присутствии СТА 
в концентрациях 0,5 и  1  мкМ в течение 24  ч, 
после чего проводили их окраску с помощью 
AldeRed, являющегося флуоресцирующим суб-
стратом  ALDH, и анализировали клетки с 
помощью проточной цитометрии. Как видно 
из цитограмм, представленных на  рис. 3, в, 
в контроле отсутствовали клетки с высоким 
уровнем активности ALDH (клетки ALDHhigh; 
0,3%), в то время как СТА в концентрациях 
0,5 и  1  мкМ вызывал увеличение доли клеток 
ALDHhigh до 17,5% и 50,7% соответственно. 
Внесение в культуральную среду селективного 
ингибитора ALDH диэтиламинобензальдегида 
значительно снижало наблюдаемый эффект 
тритерпеноида, свидетельствуя о том, что вы-
явленное усиление флуоресцентного сигнала 
клеток в экспериментальных группах связано 
именно с активностью ALDH (рис. 3, в).

EGFR, ERBB2 и AKT1 являются потенци-
альными белковыми мишенями СТА, опреде-
ляющими его выраженную антиглиобластомную 
активность. Известно, что пентациклические 
тритерпеноиды, как природные, так и полу-
синтетические, характеризуются широким 
спектром молекулярных мишеней внутри кле-
ток  [20]. Для того чтобы определить потенци-
альные белковые мишени СТА, ассоцииро-
ванные с патогенезом  МГБ, был использован 
комплекс методов компьютерной биологии. 
На первом этапе на основе анализа структуры 
СТА с использованием хемоинформатических 
платформ Polypharmacology Browser  2.0  [9] 
и SwissTargetPrediction  [10] мы идентифици-
ровали ряд его возможных белковых мише-
ней (рис. 4, а). Параллельно с этим был рекон-
струирован МГБ-ассоциированный регулом 
на основе ключевых генов, связанных с МГБ, 
по данным DisGeNET, в который далее вне-
дряли выявленные белки-мишени  СТА, ана-
лизировали топологию сетей и ранжировали 

потенциальные мишени тритерпеноида по 
уровню взаимодействия с МГБ-ассоциирован-
ным регуломом. Проведенный анализ показал, 
что наибольшей взаимосвязью с патогенезом 
МГБ среди проанализированных белков обла-
дали рецептор эпидермального ростового фак-
тора  (EGFR), серин-треониновая протеинки-
наза  AKT1, тирозиновая протеинкиназа FYN 
и рецепторная тирозиновая протеинкиназа 
ERBB2 (известная также как HER2) (рис. 4, а). 
Дальнейшее молекулярное моделирование под-
твердило способность СТА взаимодействовать 
с активными центрами EGFR, AKT1 и ERBB2 
в сайтах связывания их известных ингибито-
ров с низкими значениями свободной энер-
гии Гиббса (ΔG = –9,2, –7,1 и –7,0 ккал/моль 
соответственно) (рис. 4. б). FYN  был исклю-
чен из дальнейшего анализа, так как получен-
ный докинг-комплекс СТА с данным белком 
характеризовался энергией связывания ΔG =
= –5,3 ккал/моль, значительно превышающей 
пороговую величину (ΔG ≤ –7,0  ккал/моль) 
(рис. 4, б). Подробный анализ полученных струк-
тур показал, что молекула СТА формирует свя-
зи с аминокислотными остатками, играющи-
ми важную роль в функционировании EGFR, 
AKT1 и  ERBB2, включая водородные связи 
с  Arg858  (EGFR), Glu85 и  Cys296  (AKT1), 
Lys753, Asn850 и  Asp863  (ERBB2), причем вы-
явленная сеть взаимодействий  СТА оказалась 
схожей с сетью взаимодействия известных ин-
гибиторов анализируемых белков (рис. 4, в). 
Последующее нанесение белковых мишеней 
СТА, верифицированных молекулярным до-
кингом, на филогенетическое дерево, содер-
жащее МГБ-ассоциированный кином челове -
ка (реконструированный на основе базы дан-
ных Open Targets Platform), независимо под-
твердило связь EGFR и ERBB2 с патогенезом 
МГБ (рис. 4, г). Интересно, что AKT1, несмот-
ря на ее высокий уровень интеграции в МГБ-
специфичный регулом  (рис. 4, а), оказалась 
не ассоциированной с патогенезом глиобла-
стомы  (рис. 4, г), что, возможно, объясняется 
сложностями в заполнении базы данных Open 
Targets Platform информацией по  AKT1, так 
как в большинстве опубликованных работ, 
посвященных связи  AKT c  МГБ, использова-
лись ингибиторы пан-АКТ, обладающие сход-
ной эффективностью действия на различные 
изоформы  AKT  [21]. Несмотря на это, AKT1, 
по-видимому, играет важную роль в прогрес сии 
МГБ  – подавление ее экспрессии с помощью 
малых интерферирующих РНК и антисмыс-
ловых олигонуклеотидов достоверно снижало 
пролиферацию клеток МГБ в клеточных и мы-
шиных экспериментах соответственно [22, 23].



МАРКОВ и др.1246

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

Рис. 4. Определение возможных белковых мишеней СТА, ассоциированных с МГБ. а – Анализ интегрированности 
потенциальных мишеней СТА в регулом МГБ. Первичные мишени СТА были предсказаны с помощью веб-ресурсов 
Polypharmacology Browser (PPB2) и SwissTargetPrediction (SWT), их взаимодействие с МГБ-ассоциированным регуло-
мом было воссоздано на основе информации из баз данных DisGeNET и STRING и проанализировано с помощью 
плагина cytoHubba в программной среде Cytoscape. Ранг мишени определен на основе трех характеристик централь-
ности гена в генной регуляторной сети (Degree, MCC и Betweenness), и его величина обратно пропорциональна зна-
чимости мишени в регуляции МГБ. б – Энергии связывания СТА и известных ингибиторов с AKT1 и EGFR, опре-
деленные с помощью молекулярного докинга. в – Трехмерное и двухмерное изображения докинг-комплексов EGFR 
и  AKT1 с  СТА. Красными окружностями обозначены аминокислотные остатки, являющиеся общими для докинг-
комплексов СТА и известных ингибиторов EGFR и AKT1. Зелеными пунктирными линиями обозначены водородные 
связи. г – Филогенетическое дерево кинома человека, реконструированное с помощью платформы KinMap. Взаимо-
связь киназ с патогенезом МГБ восстановлена с использованием базы данных Open Targets Platform [24]

Таким образом, проведенный in  silico ана-
лиз выявил потенциальную способность СТА 
взаимодействовать с активными центрами ряда 
киназ, связанных с патогенезом МГБ, включая 
EGFR, ERBB2 и  AKT1. Полученные данные 
требуют дальнейшего экспериментального под-
тверждения.

СТА блокирует развитие сети незрелых тон-
костенных сосудов и снижает количество соеди-
нительнотканных волокон в ткани МГБ. Ранее 

на гетеротопической ксенографтной модели 
глиобластомы  U87 нами было показано, что 
7-кратная внутрибрюшинная инъекция СТА в 
дозе 20 мг/кг эффективно снижала рост пери-
ферических опухолевых узлов, подавляя про-
лиферативный потенциал опухолевых клеток 
и модулируя опухолевое микроокружение  [7]. 
Данный эффект в сочетании с установлен-
ной нами ранее способностью СТА блокиро-
вать васкулогенную мимикрию клеток U87 
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Рис. 5. Эффект СТА на содержание тонкостенных кровеносных сосудов и эластических волокон в опухолевой ткани 
на ксенографтной модели глиобластомы U87. а – Схема эксперимента. Мышам линии Nude подкожно транспланти-
ровали клетки глиобластоны U87. На 5-й день роста опухоли мышам вводили соединение СТА или Tween-80. Всего 
было проведено 7 инъекций. На 21-й день роста опухоли мышей выводили из эксперимента. б – Гистологическое иссле-
дование опухолевых узлов. Окрашивание гематоксилином и эозином. Увеличение ×200. Черными стрелками указаны 
тонкостенные кровеносные сосуды. в  –  Количественная оценка содержания тонкостенных кровеносных сосудов в 
ткани глиобластомы U87. Nv – численная плотность структуры. г – Анализ соединительнотканных структур в опухо-
левых узлах. Окраска по Ван Гизону. Увеличение ×200. д – Количественная оценка содержания эластических волокон 
в ткани глиобластомы U87. Vv – объемная плотность структуры (%)

in vitro [7] побудили нас к проведению деталь-
ного исследования эффекта СТА на интенсив-
ность ангиогенеза в ткани МГБ на вышеука-
занной мышиной модели.

Учитывая тесную морфологическую связь 
сосудистого и стромального компонентов опу-
холи, нами была проанализирована представ-
ленность не только тонкостенных кровенос-
ных сосудов, но также соединительнотканных 
волокон в опухолевой ткани мышей с транс-
плантированной подкожно глиобластомой  U87, 
получавших в.б. инъекции СТА в дозе 20 мг/кг 
или 10%-ный Tween-80, который использова-
ли в качестве контроля. Схема эксперимента 
представлена на рис. 5, а.

При гистологическом исследовании было 
выявлено, что ткань глиобластомы U87 содер-

жит большое количество незрелых тонкостен-
ных кровеносных сосудов, пронизывающих 
опухоль (рис. 5. б), численная плотность кото-
рых достоверно в 3,4 раза снижалась при тера-
пии СТА по сравнению с контролем (рис. 5, в). 
Наблюдаемый эффект полностью согласуется 
с показанной нами ранее способностью СТА 
блокировать процесс формирования тубуляр-
ных структур клетками  U87 in  vitro (васкуло-
генная мимикрия) [7]. Кроме того, гистологи-
ческое исследование выявило обширную сеть 
соединительнотканных волокон в опухолевой 
ткани, представленность которой значительно 
обеднялась при введении исследуемого три-
терпеноида (рис. 5, г): объемная плотность ок-
рашенных по  Ван  Гизону волокон в экспери-
ментальной группе оказалась в  2,7  раза ниже 
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по сравнению с контролем (рис. 5, д). Эти ре-
зультаты полностью согласуются с выявленной 
ранее способностью СТА снижать содержание 
коллагеновых волокон в ткани глиобласто-
мы U87 на мышиной модели [7].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Учитывая высокий уровень злокачествен-
ности  МГБ, определяемой не только усилен-
ной клеточной пролиферацией, но также вы-
раженной подвижностью опухолевых клеток, 
их инвазивностью и предрасположенностью 
к развитию лекарственной устойчивости  [2], 
одним из многообещающих направлений в 
области создания новых классов антиглиобла-
стомных препаратов является поиск и синтез 
соединений, способных оказывать не только 
прямое токсическое воздействие на клетки 
МГБ, но также блокировать их прометаста-
тический фенотип  [25]. В  настоящей работе 
были продолжены исследования антиглио-
бластомного потенциала  СТА, относящегося 
к группе полусинтетических пентацикличе-
ских тритерпеноидов, несущих в кольце  А 
цианоеноновый фармакофорный заместитель 
и обладающих выраженным комплексным 
фармакологическим эффектом в отношении 
опухолевой прогрессии, воспаления и повре-
ждения тканей  [20, 26, 27]. В  ходе проведен-
ного исследования было установлено, что 
СТА эффективно ингибирует рост клеток U87 
в 3D-культуре (рис.  1,  в–е), причем данный 
эффект был показан для цианоенон-содер-
жащих тритерпеноидов впервые  – в предыду-
щих работах антиглиобластомный потенциал 
соединений данного ряда был оценен лишь 
на монослойных моделях  [28–30], и только в 
работах Zhou  et  al.  [31], So  et  al.  [32] и  Murad 
et  al.  [33] был установлен блокирующий эф-
фект CDDO-Me и CDDO-Im на рост сферои-
дов клеток рака молочной железы и простаты 
человека. Выявленная способность СТА инги-
бировать рост клеток U87 в сфероидах хорошо 
согласуется с его супрессивным эффектом на 
рост опухолевых узлов на мышиной гетеро-
топической ксенографтной модели глиобла-
стомы U87, показанным нами ранее [7].

Помимо подавления сфероидного роста, 
наблюдаемый эффект СТА в отношении повы-
шения адгезивности клеток U87 (рис. 2) также 
подтверждает его выраженный антиглиобла-
стомный потенциал. Известно, что слабый уро-
вень межклеточной адгезии опухолевых кле-
ток связан с их мезенхимальным фенотипом и 
играет важную роль в метастазировании  [34], 

поэтому модулирование данной характери-
стики опухолевых клеток можно рассматри-
вать в качестве перспективного направления 
в противоопухолевой терапии  [35]. Показан-
ная в настоящей работе способность СТА уве-
личивать межклеточную адгезию клеток U87 
в трипсиновом тесте  (рис.  2,  а), с одной сто-
роны, согласуется со схожим эффектом азиа-
тиковой кислоты в отношении адгезивности 
клеток рака легких человека А549 [36], однако, 
с другой стороны, противоречит описанному в 
работе Tsai et al. [30] ингибирующему эффекту 
RTA-404 (аналог  СТА) в отношении адгези-
онных свойств клеток  U87. Данное несоответ-
ствие можно объяснить значительными отли-
чиями в используемых концентрациях три-
терпеноидов: в нашей работе эффект СТА 
был изучен в нетоксичном диапазоне кон-
центраций (25–100  нМ) (рис. 2, а), тогда как 
в работе Tsai  et  al.  [30] влияние RTA-404 на 
адгезивность клеток U87 исследовалось в кон-
центрации 500  нМ, вызывающей гибель при-
мерно 50% клеток, т.е. наблюдаемое снижение 
адгезивности клеток  МГБ, стимулированных 
RTA-404, с высокой долей вероятности могло 
быть вызвано их апоптозом. Помимо меж-
клеточной адгезии, СТА усиливал адгезив-
ность клеток  U87 к коллагену, моделирую-
щему внеклеточный матрикс  (рис.  2,  б), что 
также свидетельствует в пользу его выражен-
ного антиглиобластомного потенциала: ранее 
Ramaswamy  et  al.  [37] показали подобный эф-
фект в отношении адгезивности клеток U87 к 
желатину при действии U0126, селективного 
ингибитора ERK1/2, обладающего выражен-
ными антиглиобластомными свойствами.

Наличие синергизма между цитотоксиче-
скими эффектами СТА и ТМЗ на модели кле-
ток U87  (рис.  3,  б), а также показанная нами 
ранее способность  СТА эффективно накап-
ливаться в тканях головного мозга мышей  [7] 
говорят о потенциальной возможности вве-
дения исследуемого тритерпеноида в совре-
менные схемы химиотерапии  МГБ, однако 
вызванное им усиление активности ALDH в 
клетках U87 (рис. 3, в) свидетельствует о необ-
ходимости тщательного подбора оптималь-
ных дозировок и схем введения СТА. Актива-
ция  ALDH в опухолевых клетках связана с их 
цитопротекторным ответом на ксенобиотики, 
электрофильный и окислительный стресс  [38], 
являясь также ключевым маркером опухоле-
вых стволовых клеток  (ОСК)  [39]. Учитывая 
наличие в структуре СТА электрофильного 
акцептора Михаэля (цианоеноновая группа), 
его стимулирующий эффект на продукцию 
активных форм кислорода в клетках  U87, 
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показанный нами ранее  [7], и способность 
ингибировать рост сфероидов клеток U87 
(рис. 1, в–е), являющихся важным источни-
ком  ОСК  [40], мы предполагаем, что наблю-
даемая активация  ALDH под действием  СТА 
(рис. 3, в) все же является следствием компен-
сационных механизмов в клетках МГБ в ответ 
на ксенобиотический стресс, а не маркером уси-
ления их стволовых свойств, что требует даль-
нейшего экспериментального подтверждения.

Проведенные гистологические исследо-
вания срезов опухолевой ткани глиобласто-
мы  U87 показали, что СТА способен воздей-
ствовать не только напрямую на опухолевые 
клетки, но и на опухолевое микроокружение, 
подавляя формирование в ней сети незрелых 
тонкостенных кровеносных сосудов (рис. 5, в), 
хаотичная разветвленная структура и высокая 
проницаемость которых формирует в опухо-
левой ткани очаги гипоксии, способствующие 
появлению высокозлокачественных клеток 
МГБ мезенхимального фенотипа, которые и 
определяют диффузный рост глиобластом [41]. 
Наблюдаемый супрессорный эффект СТА в от-
ношении тонкостенных кровеносных сосудов, 
стенки которых представлены не только эндо-
телиоцитами, но и опухолевыми клетками [42], 
согласуется с его блокирующим воздействием 
на формирование тубулярных структур из кле-
ток U87 (васкулогенная мимикрия) in vitro, по-
казанный нами ранее [7]. Полученные данные 
в сочетании с выявленной ранее способностью 
СТА усиливать экспрессию маркеров зрелых 
сосудов α-SMA и CD31 в ткани глиобласто-
мы  U87 на ксенографтной модели in  vivo  [7] 
свидетельствуют о нормализации патологи-
ческого ангиогенеза в опухолевой ткани, что 
может способствовать сокращению объемов 
гипоксических зон в ткани МГБ и, как резуль-
тат, усилению ее чувствительности к химио- 
и радиотерапии  [43]. Наряду с влиянием на 
рост тонкостенных кровеносных сосудов, СТА 
также снижал содержание в опухолевом мик-
роокружении соединительнотканных волокон 
(рис. 5, г и д), высокая представленность кото-
рых формирует барьер для химиопрепаратов, 
питательных веществ, кислорода и иммунных 
клеток (иммунные ловушки), который сни-
жает чувствительность клеток МГБ к химио-, 
радио- и иммунотерапии [44].

Согласно данным компьютерного моде-
лирования, наблюдаемые антиглиобластомные 
эффекты  СТА могут быть основаны на его 
прямом ингибирующем воздействии на EGFR, 
ERBB2 и AKT1 (рис. 4, б и в). Накопленные к 
настоящему моменту данные подтверждают 
способность цианоенон-содержащих тритер-

пеноидов эффективно ингибировать сигналь-
ные пути EGFR, ERBB2 и  AKT1 в различ-
ных опухолевых клетках  [20, 45], в том числе 
в клетках глиобластомы  [30, 46]. Более того, 
Liu et al. [47] экспериментально доказали пря-
мую блокировку киназной активности  AKT1 
аналогом СТА CDDO-Me, Kim  et  al.  [48] вы-
явили способность CDDO-Me напрямую взаи-
модействовать с  ERBB2, а в нашей недавней 
работе было установлено, что CDDO-Im спо-
собен взаимодействовать с активным цен-
тром EGFR с энергией связывания ниже энер-
гии связывания известного ингибитора EGFR 
эрлотиниба  [49]. Учитывая ключевую роль 
EGFR, ERBB2 и AKT1 в регуляции прогрессии 
МГБ [50–52], в том числе в приобретении клет-
ками МГБ мезенхимального фенотипа и ство-
ловых свойств [53, 54], выявленная с помощью 
in silico подходов способность СТА формировать 
комплексы с данными белками требует даль-
нейшего экспериментального подтверждения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенного исследования 
было установлено, что СТА обладает выра-
женным антиглиобластомным потенциалом, 
опосредуемым как его прямым модулирующим 
воздействием на клетки  МГБ, включая бло-
кировку сфероидного роста, усиление адге-
зивности и синергичность цитотоксического 
эффекта с  ТМЗ, так и нормализацией ряда 
параметров опухолевого микроокружения. По-
лученные данные свидетельствуют о необходи-
мости дальнейшего изучения его эффектов на 
приобретение клетками МГБ мезенхимального 
фенотипа и стволовых свойств и позволяют 
предложить СТА в качестве перспективного 
мультитаргетного антиглиобластомного канди-
дата.
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EVALUATION OF THE ANTITUMOR POTENTIAL OF SOLOXOLONE 
TRYPTAMIDE AGAINST GLIOBLASTOMA MULTIFORME 

USING in silico, in vitro AND in vivo APPROACHES

A. V. Markov*, K. V. Odarenko, A. V. Sen’kova, A. A. Ilyina, and M. A. Zenkova

Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
630090 Novosibirsk, Russia; e-mail: andmrkv@gmail.com

Glioblastoma multiforme (GBM) is a highly aggressive neoplasia characterized by uncontrollable diffu-
sive growth, development of resistance to chemo- and radiotherapy and a high rate of recurrence that leads 
to low survival of patients with GBM. Given the number of signaling pathways regulating GBM patho-
genesis, the development of novel anti-glioblastoma compounds based on multitarget natural metabolites 
is a promising direction for the study. In the current work, the antitumor potential of semisynthetic triter-
penoid soloxolone tryptamide (STA) against human glioblastoma U87 cells was explored. It was found that 
STA effectively blocked the growth of U87 cells in 2D and 3D culture systems, enhanced the adhesive-
ness of tumor cells and displayed synergistic cytotoxicity with temozolomide. Performed in  silico analysis 
revealed that the pronounced anti-glioblastoma activity of STA can be explained by its direct interaction 
with EGFR, ERBB2 and AKT1, which play an important role in the regulation of GBM malignancy. Along 
with observed direct modulatory action of STA on U87 cells, explored compound had a normalizing effect 
on the tumor microenvironment in murine heterotopic U87 xenograft model, suppressing the development 
of immature blood vessels and the production of elastin in tumor tissue. Taken together, obtained results 
clearly demonstrate that STA can be considered a novel promising antitumor candidate for GMB treatment.

Keywords: glioblastoma multiforme, cyanoenone pharmacophore, pentacyclic triterpenoids, spheroids, angiogenesis, 
synergistic effect, molecular docking, gene network, tumor microenvironment
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Пиридоксаль-5′-фосфат (PLP), фосфорилированная форма витамина  B6, является кофермен-
том многочисленных реакций, включая те, что меняются и/или имеют прогностическое значение 
при раке. Вследствие высокой реакционной способности PLP, в том числе к клеточным белкам, 
предполагается, что он может напрямую передаваться от белков-доноров к использующим его 
акцепторам. Цель данной работы состоит в идентификации предполагаемого данной гипотезой 
интерфейса для связывания ограниченного числа доноров  PLP, а именно пиридоксаль киназы 
(PdxK), пиридокс(ам)ин-5′-фосфатоксидазы (PNPO) и PLP-связывающего белка (PLPBP), мно-
жеством PLP-зависимых ферментов. Экспериментально подтвержденные комплексы между доно-
рами и акцепторами PLP показывают взаимодействие PdxK и PNPO с наиболее представленными 
структурными типами акцепторов PLP (типы I и II), а PLPBP – с акцепторами редких структур-
ных типов III и V. Общий мотив во множестве PLP-зависимых ферментов типов I и II определен 
путем выравнивания последовательностей и трехмерных структур экспериментально подтвер-
жденных партнеров PdxK и PNPO. Мотив простирается от поверхности PLP-зависимых фермен-
тов до центров связывания PLP и представлен поверхностной альфа-спиралью, частично скрытым 
бета- тяжом и неупорядоченными участками структуры. Патогенность мутаций ферментов чело-
века в мотиве или рядом с ним, но вне активных центров подтверждает функциональное значение 
мотива, который может быть интерфейсом для переноса кофермента в комплексах PLP-зависимых 
ферментов с ферментами синтеза PLP. Специфические аминокислотных остатки этого общего мо-
тива могут быть использованы для создания селективных ингибиторов доставки кофермента PLP-
зависимым ферментам, критически важным для пролиферации опухолевых клеток.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: CBS, PdxK, PNPO, PLPBP, пиридоксаль-5′-фосфат-зависимый фермент, TAT, 
метаболизм витамина B6, метаболизм аминокислот, метаболизм одноуглеродных фрагментов.

DOI: 10.31857/S0320972523070138, EDN: FYKHQZ

Принятые сокращения: ABAT – ГАМК-трансаминаза; CBS – цистатионин β-синтаза; dpaL – диаминопропионат-
аммиак-лиаза; GOT  – аспартатаминотрансфераза; PdxK  – пиридоксалькиназа; PL  – пиридоксаль; PLP  – пиридок-
саль-5′-фосфат; PLPBP – PLP-связывающий белок, также известный как PROSC; PNPO – пиридокс(ам)ин-5′-фосфат-
оксидаза; SHMT – серингидроксиметилтрансфераза; SDSL – сериндегидратаза-подобный белок; SRR – серинрацемаза; 
ТАТ – тирозинаминотрансфераза.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Ферменты, использующие пиридоксаль-5′-
фосфат (PLP) в качестве кофермента, имеют 
более 300 различных каталитических функций 
и принадлежат к пяти из семи существующих 

EC-классов [1]. Многие из этих реакций, в осо-
бенности те, которые связаны с метаболизмом 
аминокислот, имеют решающее значение не 
только для метаболических перестроек, лежа-
щих в основе злокачественной трансформации, 
но и для элиминации злокачественных клеток. 
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Например, PLP-зависимые трансаминазы управ-
ляют активацией и дифференцировкой Т-кле-
ток, необходимых для противоопухолевого от-
вета  [2]. Снижение уровня PLP-зависимой 
тирозинаминотрансферазы (TAT), кодируемой 
геном  TAT, определяет патогенность гепато-
целлюлярной карциномы  [3], при этом низ-
кая экспрессия катаболических ферментов 
тирозина предсказывает неблагоприятный ис-
ход  [4]. Различные типы рака демонстрируют 
изменения в экспрессии PLP-зависимой ци-
статионин-β-синтазы (CBS), связанные с не-
благоприятным прогнозом, что соответствует 
существенной роли фермента в метаболизме 
одноуглеродных фрагментов, включающих ре-
акции метилирования и транссульфурилиро-
вания [5, 6].

PLP является основным компонентом пула 
витамеров  B6, содержание которого в сыво-
ротке крови и эритроцитах соответствует диа-
пазону микромолярных концентраций  [7, 8]. 
PLP гидролизуется до пиридоксаля  (PL) либо 
неферментативно, либо с помощью многочис-
ленных фосфатаз, включая PLP-специфиче-
скую фосфатазу (PLPP или хронофин), кото-
рая находится под контролем индуцируемого 
гипоксией транскрипционного фактора HIF1, 
регулирующего метаболизм Т-клеток [2]. В ка-
честве белков-доноров PLP известны два про-
дуцирующих PLP фермента  – пиридоксаль-
киназа (PdxK, ген PDXK) и пиридокс(ам)ин-5′-
фосфатоксидаза (PNPO, ген  PNPO)  – и PLP-
связывающий белок (PLPBP, ген  PLPBP), ко-
торый связывает PLP ковалентно с образова-
нием основания Шиффа между альдегидной 
группой PLP и остатком лизина PLPBP [9–11].

При раке изменяются как PLP-зависи-
мые реакции, так и метаболизм витамина  B6. 
Маркеры вызванной воспалением деградации 
предшественника PLP пиридоксаля коррели-
руют с заболеваемостью раком, особенно для 
рака легкого, в значительной степени обуслов-
ленного воспалением  [12]. Образование PLP 
из PL с помощью PdxK и активности PLP-за-
висимой орнитиндекарбоксилазы (ген  ODC1) 
и митохондриальной аспартатаминотрансфе-
разы (ген GOT2) являются ключевыми для про-
лиферации клеток миелоидного лейкоза  [13]. 
В  отличие от уровня мРНК PdxK, уровень 
самого фермента увеличивается при раке лег-
кого, и это увеличение коррелирует с хоро-
шим прогнозом  [14]. В  целом, анализ изме-
нений метаболизма витамина  В6 в различных 
раковых клетках указывает на очень сложную 
взаимосвязь между его изменениями и про-
гнозом заболевания. Так, дефицит  B6 вреден 
для раковых клеток, но он также способствует 

злокачественной трансформации нормальных 
клеток, стимулируя повреждение в них ДНК 
и ослабляя иммунный ответ  [15]. Фармако-
логическая регуляция специфических PLP-
зависимых реакций может предоставить новые 
инструменты для селективной борьбы с раз-
личными видами рака, поскольку они суще-
ственно зависят от некоторых из этих реакций. 
Несмотря на ряд известных ингибиторов PLP-
зависимых ферментов, создание новых инги-
биторов для эффективной регуляции PLP-за-
висимых процессов in vivo продолжается [16].

И PLP, и его каталитически неактивный 
предшественник  PL представляют собой ре-
акционноспособные альдегиды, которые мо-
гут модифицировать группы -NH2 в белках и 
низкомолекулярных соединениях. Последние 
включают аминоксиуксусную кислоту, широко 
используемую для ингибирования PLP-зави-
симых трансаминаз. Химическая реакционная 
способность объясняет токсичность PLP и PL в 
чрезмерных концентрациях. Например, в кон-
центрации 0,5  мМ эти витамеры намного эф-
фективнее убивают различные раковые клетки, 
чем пиридоксамин или пиридоксин [17]. В этой 
связи было высказано предположение, что в 
биосистемах PLP передается непосредствен-
но от белков-доноров к ферментам, исполь-
зующим PLP в качестве кофермента (акцеп-
торам  PLP)  [18–20]. Однако среди ферментов, 
использующих PLP в качестве кофермента, 
выделяют до семи структурных типов без зна-
чительной гомологии  [1, 21]. Таким образом, 
в рамках гипотезы о прямой передаче PLP три 
известных белка-донора PLP  – PdxK, PNPO 
и PLPBP  – должны образовывать специфи-
ческие комплексы со множеством структурно 
разных белков-акцепторов PLP. Другими сло-
вами, гипотеза подразумевает существование 
подмножеств акцепторов PLP с общими струк-
турными мотивами, позволяющими каждому 
подмножеству связывать PdxK, и/или PNPO, 
и/или PLPBP. Цель данной работы  – обнару-
жить такие структурные мотивы, подразумевае-
мые гипотезой о прямом переносе PLP от его 
доноров к акцепторам, в множестве структурно 
различных акцепторов  PLP. Для этого после 
идентификации экспериментально подтвер-
жденных взаимодействий между акцепторами и 
донорами PLP мы определили локальное сход-
ство негомологичных белков-акцепторов PLP, 
взаимодействующих с тем или иным донором, 
используя информацию о последовательностях 
и трехмерных структурах акцепторов. В резуль-
тате был обнаружен общий мотив наиболее 
представленных структурных типов PLP-зави-
симых ферментов (типы I и II), который может 
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служить интерфейсом для связывания PdxK 
или PNPO с последующим переносом  PLP от 
этих доноров к акцепторам типов I и II.

Функциональная значимость найденного 
мотива подтверждается патогенными мутация-
ми аминокислотных остатков внутри мотива 
или рядом с ним, не входящих в активные цен-
тры ферментов. Такие мутации известны для 
моногенных заболеваний, связанных с вари-
антами PLP-зависимой цистатионин-β-син-
тазы или тирозинаминотрансферазы челове-
ка [22, 23]. Поскольку измененная экспрессия 
этих ферментов связана со злокачественной 
трансформацией и плохим прогнозом, фарма-
кологическая регуляция белок-белковых взаи-
модействий, участвующих в переносе PLP 
в активные центры этих ферментов, может 
представлять собой новую стратегию разра-
ботки специфических ингибиторов отдельных 
PLP-зависимых реакций. Такая стратегия мо-
жет быть основана на существовании специ-
фических для отдельных PLP-зависимых фер-
ментов аминокислотных остатков в структуре 
общего для типов I и II мотива.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Биоинформатический поиск мотива. Для по-
иска консервативных мотивов в PLP-зави-
симых ферментах на основе последователь-
ностей использовали программу GLAM2, 
версии  5.4.1  [24], доступную на онлайн-сер-
вере (https://meme-suite.org, по состоянию 
на  25  сентября  2022  г.). Получая в качестве 
входных данных выбранные последователь-
ности, этот алгоритм находит мотивы через 
локальные выравнивания с гэпами. Входные 
последовательности были определены нашим 
поиском опубликованных данных об экспери-
ментально выявленных взаимодействиях с до-
норами  PLP. Использовались рекомендуемые 
параметры алгоритма, но мотив должен был 
находиться во всех последовательностях.

Визуализация и выравнивание структур. 
PyMOL  v1.7 (PyMOL Molecular Graphics Sys-
tem, Schrödinger, LLC.) использовалась для ви-
зуализации белков, как описано в подписях 
к соответствующим рисункам. Белки пред-
ставлены в виде моделей с разными цепями, 
показанными разными оттенками серого. Для 
ионов или лигандов используется стандартный 
цветовой код. Структуры загружаются из бан-
ка данных белков  PDB. При необходимости 
использовали Protein-BLAST  [25] для иденти-
фикации гомологов белков, имеющихся в базе 
данных.

Для получения последовательностей белков 
структурного типа II млекопитающих, соответ-
ствующих мотиву белка диаминопропионат-
аммиак-лиазы (dpaL), использовали выравни-
вание структур в программе PyMOL. Последо-
вательности, соответствующие мотиву dpaL, в 
дальнейшем использовались для подготовки 
«лого» с помощью GLAM2.

Множественное выравнивание последова-
тельностей. Множественное выравнивание по с-
ледовательностей Сlustal Omega  [26] приме-
ня лось для выравнивания последовательнос-
тей гомологичных белков (общая идентич-
ность >30%).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Взаимодействия PNPO, PdxK и PLPBP с 
PLP-зависимыми ферментами. Наш поиск по 
публикациям и находящимся в открытом до-
ступе базам данных белок-белковых взаимо-
действий (BioGrid [27], IntAct [28], String [29]) 
выявил экспериментально подтвержденные 
физические взаимодействия между PLP-свя-
зывающими белками и тремя известными бел-
ками-донорами PLP (таблица).

Девять из двенадцати подтвержденных 
взаимодействий относятся к PLP-зависимым 
ферментам структурного типа  I, т.е.  к наибо-
лее распространенному типу, включающему 
более 75%  PLP-зависимых белков  [1]. Одна-
ко среди подтвержденных партнеров доно-
ров PLP есть и представители PLP-зависимых 
белков менее распространенных структурных 
типов  II,  III и  V  (таблица). Найденные взаи-
модействия показывают, что белки структур-
ного типа  I взаимодействуют с PdxK, PNPO 
или с обоими ферментами, синтезирующи-
ми PLP (таблица). С другой стороны, наиболее 
изученный донор  PLP  – PdxK, для которой 
выявлено наибольшее количество белков-
партнеров, демонстрирует связывание PLP-
зависимых ферментов структурно различных 
типов  I и  II  (таблица). Наконец, два извест-
ных партнера PLPBP, включая самого PLPBP, 
претерпевающего гомоолигомеризацию, от-
носятся к разным структурным типам  III и  V. 
Кодируемый PLPBP белок и его бактериальные 
ортологи демонстрируют высокое структур-
ное сходство с N-концевым доменом некоторых 
PLP-зависимых ферментов, таких как бактери-
альная аланинрацемаза и эукариотическая орни-
тиндекарбоксилаза, но для PLPBP не было обна-
ружено ферментативной активности [34, 35].

Таким образом, опубликованные данные 
о подтвержденных взаимодействиях между 
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Экспериментально подтвержденные взаимодействия PLP-зависимых ферментов с белками-донорами PLP

Донор 
PLP

№ PLP-зависимый фермент Организм, метод идентификации Тип Ссылка

PdxK

1
4-аминобутиратаминотрансфераза, 
ABAT, P80404, EC: 2.6.1.19

человек, ко-фракционирование 
и масс-спектрометрия

I [30]

2
орнитинаминотрансфераза, 
OAT, P04181, EC: 2.6.1.13

человек, ко-фракционирование 
и масс-спектрометрия

I [30]

3
аспартатаминотрансфераза, 
GOT1, W5PS88, EC: 2.6.1.1

овца, эмиссионная анизотропия 
и аффинная хроматография

I [31]

4
аланинаминотрансфераза, 
GPT, A0A287BMB4, EC: 2.6.1.2

свинья, поляризация флуоресценции 
и поверхностный плазмонный резонанс

I [20]

5
глутаматдекарбоксилаза, 
GAD1, P48319, EC: 4.1.1.15

свинья, поляризация флуоресценции 
и поверхностный плазмонный резонанс

I [20]

6
серингидроксиметилтрансфераза, 
glyA, Q7SIB6, EC: 2.1.2.1

Geobacillus stearothermophilus, 
поверхностный плазмонный резонанс

I [32]

7
Dдиаминопропионат-аммиак-лиаза, 
dpaL, P40817, EC: 4.3.1.15

Salmonella typhimurium, 
поверхностный плазмонный резонанс

II [32]

PNPO

8
серингидроксиметилтрансфераза, 
SHMT1, P07511, EC: 2.1.2.1

кролик, поляризация 
и кинетика флуоресценции

I [33]

9
аспартатаминотрансфераза, 
aspC, P00509, EC: 2.6.1.1

Escherichia coli, поляризация 
флуоресценции и кинетика

I [33]

10
L-треонинальдолаза, 
ltaE, P75823, EC: 4.1.2.48

E. coli, поляризация флуоресценции 
и кинетика

I [33]

PLPBP

11
гликогенфосфорилаза, 
PYGB, P11216, EC: 2.4.1.1

человек, химическая сшивка 
и масс-спектрометрия

V [34]

12
белок гомеостаза PLP, 
PLPBP, O94903

человек, химическая сшивка 
и масс-спектрометрия

III [34]

Примечание. PLP-зависимые ферменты приведены вместе с названиями кодирующих их генов и идентификаторами 
Uniprot.

белками-донорами и акцепторами  PLP пока-
зывают: (1) PdxK может направлять свой про-
дукт  PLP к ферментам-акцепторам структур-
ных типов I и II; (2) PdxK и PNPO могут иметь 
общих партнеров среди ферментов-акцепто-
ров структурного типа  I; (3)  PLPBP взаимо-
действует с белками-акцепторами PLP более 
редких структурных типов III и V.

Анализ последовательностей на пред-
мет локального сходства с использованием 
GLAM2 (версия  5.4.1)  [24] выявил мотив, об-
щий для всех PLP-зависимых партнеров PdxK 
(таблица, №№ 1–7), показанный на рис. 1, а. 
В  хорошем соответствии с существованием 
общих партнеров PdxK и  PNPO, таких как 
серингидроксиметилтрансфераза  (SHMT) и 
аспартатаминотрансфераза  (GOT) (таблица), 
сходный мотив был обнаружен при поиске с 
использованием последовательностей партне-

ров и PNPO, и PdxK (рис. 1, б). В этом случае 
мотив становится на пять остатков короче на 
N-конце и на два остатка длиннее – на С-кон-
це (рис. 1, панель б в сравнении с панелью а). 
То есть объединение партнеров PdxK и PNPO 
слегка модифицирует лишь концевые части 
мотива, не затрагивая его основную часть.

Сравнение рис.  1,  г и  1,  д показывает, что 
найденный мотив, общий для всех партне-
ров PdxK и  PNPO, имеет сходную вторичную 
структуру в PLP-зависимых ферментах разных 
структурных типов  I и  II. Мотив представлен 
альфа-спиралью, бета-цепью и соединитель-
ной и С-концевой петлями. Мотив в структу-
рах всех перечисленных в таблице партнеров, 
взаимодействующих с  PdxK и  PNPO, показан 
на дополнительном рис.  S1 в  Приложении. 
Примечательно, что в ферментах структур-
ного типа  I обнаруженный мотив был ранее 
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Рис. 1. Общий идентифицированный GLAM2 мотив PLP-связывающих ферментов, которые взаимодействуют с до-
норами  PLP  – PdxK и  PNPO. а  –  Логотип и последовательности мотива, обнаруженные в связывающихся с  PdxK 
ферментах млекопитающих и бактерий; б – логотип и последовательности мотива, обнаруженного в связывающихся 
с PdxK и PNPO ферментах млекопитающих и бактерий. в – Детальный вид мотива (слева) и его локализации в ди-
мерной структуре (справа) ГАМК-трансаминазы (ABAT, тип I, структура: 4ZSW); г – детальный вид мотива (слева) 
и его локализация в димерной структуре (справа) диаминопропионат-аммиак-лиазы (dpaL, тип II, структура: 5YGR). 
Номера последовательностей на панелях (а) и (б) идентичны таковым в таблице

идентифицирован как специфический именно 
для этого типа структурный элемент, причем 
у этих ферментов конец бета-тяжа включает 
консервативный остаток аспартата, который 
взаимодействует с  PLP  [21, 36]. В  результате 
нашей работы этот общий мотив был найден 
и в ферментах структурного типа  II, которые 
взаимодействуют с теми же донорами  PLP, 

что и ферменты структурного типа  I (табли-
ца, рис.  1). Важно отметить, что спираль и 
петли мотива доступны окружающей среде и 
в димерных формах ферментов (рис.  1,  г  и  д; 
дополнительный рис.  S1 в  Приложении), что 
указывает на возможность участия обнаружен-
ного общего мотива в гетерологических белок-
белковых взаимодействиях.
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Рис. 2. Идентификация общего мотива PLP-зависимых ферментов в белках структурного типа  II млекопитающих с 
использованием мотива, обнаруженного во взаимодействующем с PdxK бактериальном белке структурного типа II dpaL. 
а – Общий мотив белков структурного типа II млекопитающих, показанный синим, соответствует фиолетовому мо-
тиву в белке dpaL, показанном на рис. 1. В явном виде показаны остатки, выровненные с консервативным аспартатом 
в мотиве PLP-зависимых ферментов структурного типа I. PLP в активном центре показан зеленым, гем в CBS (HEM) 
показан голубым. Увеличенное изображение мотива в мономерах (слева) сопровождается визуализацией мотива в ди-
мерах ферментов (справа). Используются следующие структуры PDB: серинрацемаза (SRR) – 6ZSP; сериндегидратаза-
подобный белок (SDSL) – 2RKB; цистатионин-β-синтаза (CBS) – 4COO. б – Последовательности, соответствующие 
мотиву белка dpaL, полученные после структурного выравнивания PLP-зависимых ферментов структурного типа  II, 
и логотип мотива. Для получения логотипа в качестве известного PLP-зависимого фермента структурного типа II чело-
века использована и L-сериндегидратаза/L-треониндезаминаза (61% идентичности с SDSL), для которой не получена 
кристаллическая структура. Последовательность L-сериндегидратазы/L-треониндезаминазы добавлена с использо-
ванием множественного выравнивания последовательностей Clustal Omega с гомологичными белками структурного 
типа II. Остатки мотива PLP-зависимых ферментов структурного типа II, выровненные с консервативным остатком 
аспартата в мотиве PLP-зависимых ферментов структурного типа I и в белке dpaL типа II, выделены жирным шриф-
том и отмечены стрелкой на логотипе мотива. Использованные на рисунке идентификаторы Uniprot: P40817 – dpaL; 
Q9GZT4 – SRR; Q96GA7 – SDSL; P35520 – CBS; P20132 – L-сериндегидратаза/L-треониндезаминаза

На следующем этапе исследования были 
разработаны процедуры для идентификации 
мотива в PLP-зависимых ферментах структур-
ного типа  I и  II, физическое взаимодействие 
которых с продуцентами PLP неизвестно. Как 
упоминалось выше, во всех ферментах струк-
турного типа  I этот мотив был идентифици-
рован ранее как общий структурный элемент, 
соседствующий с PLP-связывающим остатком 

аспартата активного центра  [36]. Добавление 
последовательностей ферментов структур-
ного типа  I тирозинтрансаминазы  (P17735) и 
кинуренинтрансаминазы  1  (Q16773) к после-
довательностям 10  известных партнеров  PdxK 
и  PNPO, показанным в таблице, с последую-
щим повторным поиском локального сходства 
с помощью GLAM2 позволяет не только обна-
ружить мотив в целевых белках, для которых 



АЛЕШИН, БУНИК1260

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

взаимодействие с донорами  PLP эксперимен-
тально не установлено, но и улучшить пара-
метры результатов поиска GLAM2 (дополни-
тельный рис. S2 в Приложении).

Выявление общего мотива партнеров PdxK 
среди ферментов структурного типа II являет-
ся более сложной задачей, поскольку взаимо-
действующая с  PdxK бактериальная  dpaL не 
имеет ортологов у млекопитающих. Поэтому 
для идентификации общего мотива, найденно-
го в диаминопропионат-аммиак-лиазе, были 
выбраны известные человеческие PLP-зави-
симые ферменты структурного типа  II, такие 
как серинрацемаза  (SRR, Q9GZT4), серинде-
гидратаза-подобный белок  (SDSL, Q96GA7) 
и цистатионин-β-синтаза (CBS, P35520) (рис. 2). 
Их последовательности были добавлены к 
тем, что показаны на  рис.  1, по отдельности 
или все вместе. Запуск GLAM2 для этих набо-
ров последовательностей снижает качество 
результатов. Более того, такой поиск не по-
зволяет надежно идентифицировать мотив с 
характерной вторичной структурой. Плохой 
результат GLAM2 может быть связан с тем, 
что белки структурного типа  II могут иметь 
очень разные последовательности. Например, 
последовательность CBS имеет удлинение, 
соответствующее связывающему гем участку, 
которое отсутствует у других ферментов струк-
турного типа  II  (рис.  2,  а). Проблема реша-
ется с помощью структурного выравнивания 
белка  dpaL и ферментов структурного типа  II 
человека. Применение этого подхода позво-
ляет идентифицировать общий структурный 
мотив у бактериального белка  dpaL и белков 
структурного типа  II млекопитающих: SRR, 
SDSL и CBS (рис. 2, а). Примечательно, что и 
в ферментах структурного типа II С-конец об-
щего мотива находится вблизи PLP (рис. 2, а), 
аналогично белкам структурного типа  I, где 
консервативный остаток аспартата на С-кон-
це мотива взаимодействует с атомом азо-
та  PLP  (рис.  1). В  SRR и N-концевая часть 
мотива является частью активного центра. 
Так, аминокислотные остатки в начале  (R135) 
и конце (петля H152-P153-N154) структурного 
мотива SRR, общего для PLP-зависимых фер-
ментов структурных типов  I и  II, участвуют в 
связывании субстрата  SRR и стабилизации 
PLP-имина соответственно  [37]. Участие кон-
цевых частей общего мотива в формировании 
активного центра подтверждает роль мотива в 
доставке PLP к активным центрам акцепторов 
от доноров кофермента.

Возможность существования у акцеп-
торов PLP специфического мотива для свя-
зывания  PNPO была изучена с использова-

нием доступных данных о трех партнерах 
PNPO  (таблица). Из-за малого количества 
белков-партнеров параметры достоверности 
найденного мотива были ожидаемо низкими. 
Более того, найденный таким образом мотив 
не сохранялся при добавлении в поиск после-
довательностей гомологичных ферментов, та-
ких как серингидроксиметилтрансфераза че-
ловека, аспартатаминотрансфераза Bacillus  sp. 
и L-треонинальдолаза из Preudomonas  sp. 
Наконец, обнаруженные таким образом мо-
тивы не имеют единой вторичной структуры, 
несмотря на принадлежность анализируемых 
белков одному и тому же структурному типу I. 
Таким образом, количество известных PLP-
зависимых партнеров PNPO  (таблица) не-
достаточно для надежной идентификации 
специфического для PNPO интерфейса взаи-
модействия. То же самое относится и к поиску 
мотива партнеров  PLPBP, для которого из-
вестны лишь два партнера.

Патогенные мутации в тирозинаминотранс-
феразе (тип I) и цистатионин-β-синтазе (тип II) 
внутри или вблизи найденного общего мотива 
указывают на его функциональную значимость. 
Согласно гипотезе прямого переноса PLP от 
белков-доноров к акцепторам, общий мотив 
PLP-зависимых ферментов может участвовать 
в таком переносе, формируя интерфейс для ге-
терологического взаимодействия. В  этом слу-
чае точечные мутации внутри мотива или по-
близости от него должны быть патогенными, 
несмотря на их локализацию вне активного 
центра. Скрининг человеческих вариантов на 
патогенность таких мутаций был проведен для 
ТАТ (тип I) и CBS (тип II). Как было показано 
во введении, эти ферменты вовлечены в зло-
качественную трансформацию клеток.

Из 20 точечных мутаций  ТАТ, вызываю-
щих синдром Рихнера–Хэнхарта (тирози-
немия II  типа)  [38–44], три находятся в пре-
делах мотива  (A237P) или близки к нему 
(L201R,  L273P) (рис.  3,  а). Повышенный уро-
вень тирозина в плазме крови и болезненные 
гиперкератотические бляшки возникают у 
пациентов с мутациями L201R и  L273P  TAT, 
локализованными в пределах 5  Å от мотива в 
альфа-спирали и бета-листе соответственно. 
Введение положительного заряда  (L201R) или 
нарушение вторичной структуры интерфейса, 
показанное на  рис.  3,  а фиолетовым цветом, 
при замене остатка лейцина бета-листа на 
пролин  (L273P) может мешать правильному 
межбелковому взаимодействию. В  случае му-
тации ТАТ A237P [41] повышенный уровень ти-
розина сопровождается не поражением кожи, 
а умеренными психическими расстройствами. 
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Рис. 3. Патогенные мутации TAT и CBS внутри или рядом с общим мотивом PLP-зависимых белков. а – Мутации TAT 
внутри альфа-спирали мотива (A237P) и в пределах 5 Å от мотива (L201R и L273P). б – Мутации CBS внутри бета-тяжа 
мотива (S217F) и вблизи него (T191M – в 3,5 Å от мотива и E144K – в 2,9 Å от мотива). В нативной CBS E144 образует 
водородную связь с N-атомом D221 мотива, предшествующего остатку Q222 вблизи центра связывания PLP

Таким образом, структурное нарушение альфа-
спирали мотива у мутанта  A237P более кри-
тично для физиологии, чем косвенные эф-
фекты мутаций L201R и L273P вблизи мотива. 
Тот факт, что все три мутации сильно влияют 
на катализ, но расположены близко к поверх-
ности белка и далеко от активного центра, хо-
рошо согласуется с предполагаемой функцио-
нальной ролью идентифицированного мотива 
в качестве интерфейса для переноса PLP.

Из более чем 130  точечных мутаций 
CBS  [22, 45–48] одна  (S217F) находится в по-
верхностной части общего мотива PLP-зави-
симых ферментов  (рис.  3,  б). Несмотря на 
локализацию вне активного центра, эта мута-
ция приводит к 25-кратному снижению ак-
тивности  CBS по сравнению с диким типом 
и гомоцистинурией  [48]. Существенная роль 
остатка  S217 в функционировании  CBS хоро-
шо согласуется с его участием в формирова-
нии белкового комплекса для доставки PLP от 
его доноров в активный центр  CBS. Другими 
патогенными мутациями  CBS вблизи моти-
ва и за пределами активного сайта являются 
T191M и  E144K  (рис.  3,  б). Их патогенность 
можно также объяснить нарушением предпо-
лагаемого гетерологического взаимодействия с 
донорами PLP и/или процесса переноса  PLP. 
В  случае мутации  T191M это может быть свя-
зано с более объемным и более гидрофобным 
остатком метионина по сравнению с остатком 
тирозина в нативной  CBS. Мутация  T191M, 
широко распространенная в Испании, Порту-
галии и Южной Америке, характеризуется раз-
нообразными фенотипическими симптомами, 
поражающими скелет, глаза и  ЦНС  [46]. При-

мечательно, что пациенты с заменой  T191M 
не реагируют на терапию витамином  B6. Та-
кая невосприимчивость ожидаема для мута-
ций, нарушающих не биосинтез  PLP, а его 
доставку от доноров к акцепторам посред-
ством гетерологичных белок-белковых взаи-
модействий, в которых предполагается уча-
стие идентифицированного общего мотива. 
Мутация E144K CBS изменяет заряд на корот-
ком расстоянии от петли мотива, содержащей 
несколько заряженных остатков  (рис.  3, в), 
что может нарушать ионные взаимодействия, 
потенциально участвующие в переносе  PLP. 
Интересно, что у пациентов с  E144K  CBS 
наблюдается положительный ответ на вве-
дение  B6. Вероятно, повышенная продук-
ция PLP при большем насыщении продуцен-
тов PLP их субстратом может стимулировать 
PLP-зависимую модификацию остатка  K144 
в комплексе мутантной  CBS с продуцента-
ми  PLP, приводя к частичной компенсации 
вызываемых мутацией электростатических эф-
фектов, нарушающих перенос. Восстановле-
ние нарушенного переноса  PLP в модифи-
цированной таким образом мутантной  CBS 
может объяснить терапевтический эффект 
введения B6 у этого мутанта, отсутствующий у 
мутанта T191M. Другие механизмы терапевти-
ческого действия  В6 при мутациях, нарушаю-
щих гетерологические взаимодействия, могут 
быть основаны на аллостерической регуляции 
продуцентов  PLP их субстратами и продук-
тами  [18, 49], поскольку такая регуляция бел-
ков-доноров может усиливать нарушенные 
мутациями гетерологические взаимодействия 
с акцепторами PLP.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

PLP-зависимые ферменты принадлежат 
семи структурным типам [1], при этом 76% от-
носятся к структурному типу I, за которым сле-
дует структурный тип  II  (12%), тип  III  (5%) и 
другие типы (7%) (рис. 4). Такое распределение 
сохраняется и для экспериментально опреде-
ленных взаимодействий акцепторов  PLP с до-
норами PLP (таблица). Так, 75% (9 из 12 белков) 
принадлежат типу  I, а остальные 25% распре-
деляются между структурными типами  II,  III 
и  V (8% для каждого из структурных типов, 
представленных  1 из 12  белков). Таким обра-
зом, подтвержденные взаимодействия соот-
ветствуют встречаемости структурных типов 
PLP-зависимых белков. Все основные типы 
структур, включая редкий тип  V, взаимодей-
ствуют с донорами  PLP, что свидетельствует в 
пользу гипотезы о переносе PLP в гетерологи-
ческих акцепторно-донорных комплексах.

Существование общих партнеров PdxK 
и PNPO, т.е. серингидроксиметилтрансферазы 
и аспартатаминотрансферазы  (таблица), сви-
детельствует в пользу участия общего мотива 
акцепторов PLP в связывании как PdxK, так 
и PNPO (рис. 1). Однако ввиду ограниченного 
числа подтвержденных взаимодействий PNPO 
мы не можем исключить специфических цен-
тров связывания PdxK и  PNPO белками-ак-
цепторами.

Представленные в таблице взаимодей-
ствия показывают, что партнеры PdxK и PNPO 
принадлежат к структурным типам I и II. В ре-

зультате в партнерах PdxK/PNPO был найден 
общий для PLP-зависимых ферментов струк-
турных типов  I и  II мотив с характерной вто-
ричной структурой, который может выступать в 
качестве интерфейса при взаимодействии дан-
ного множества белков с PLP-донорами PdxK 
и  PNPO. У  структурного типа  I данный мотив 
включает консервативный остаток аспартата, 
участвующий в связывании PLP в активных 
центрах PLP-зависимых ферментов  [21]. Од-
нако в ферментах структурного типа II остаток 
аспартата не консервативен, так как способ 
взаимодействия с коферментом PLP отличается 
от такового в ферментах структурного типа  I. 
Тем не менее и в ферментах структурного 
типа  II С-концевая часть общего мотива вно-
сит вклад в связывание PLP. Такая особенность 
предоставляет дополнительное свидетельство 
в пользу участия общего мотива в перено-
се PLP. Имеющиеся данные о связывании PLP 
с его донорами и акцепторами не противоре-
чат переносу PLP из сайтов его синтеза в PdxK 
или PNPO в каталитические центры, использу-
ющие  PLP. В  соответствии с общим представ-
лением о том, что продукты ферментативных 
реакций связаны со своими продуцентами не 
так прочно, как коферменты, взаимодействие 
PLP с ферментами млекопитающих, продуци-
рующими PLP, характеризуется константами от 
10–7–10–6 M (PNPO) до 10–5 M (PdxK)  [50–52], 
в то время как животные белки-акцепторы PLP 
имеют более высокое сродство к  PLP: ГАМК-
трансаминаза имеет Kd ≈ 10–9 M [53], орнитин-
аминотрансфераза – Kd ≈ 10–7 M [54].

Рис. 4. Образование гетерологических комплексов между белками-акцепторами PLP (синие круги) и тремя потен-
циальными донорами  PLP (желтые круги). Структурные типы репрезентативных белков-акцепторов PLP показаны 
рядом с синими кругами. Процент акцепторов PLP, принадлежащих каждому структурному типу, указан согласно 
Percudani et al. [1]. Охарактеризованные белок-белковые взаимодействия (таблица) обозначены аббревиатурами отдель-
ных белков: LTA – L-треонинальдолаза; GOT – аспартатаминотрансфераза; SHMT – серингидроксиметилтрансфера-
за; ABAT – 4-аминобутиратаминотрансфераза; OAT – орнитинаминотрансфераза; GPT – аланинаминотрансфераза; 
GAD – глутаматдекарбоксилаза; dpaL – диаминопропионат-аммиак-лиаза; PYGB – гликогенфосфорилаза. Гипотети-
ческое взаимодействие PLPBP с белками редких структурных типов IV, VI и VII указано пунктирными стрелками
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В отличие от партнеров PdxK и  PNPO, 
представленных наиболее многочисленными 
структурными типами I и II, третий донор PLP 
млекопитающих, PLPBP, взаимодействует с 
PLP-зависимыми белками редких структурных 
типов  V (гликогенфосфорилаза) и  III  (ауто-
олигомеризация) (таблица,  рис.  4). Структур-
ные типы VI и VII, характерные для очень не-
большого числа акцепторов  PLP  [1] и потому 
отсутствующие в исходной классификации 
PLP-зависимых ферментов  [21], имеют ту же 
структуру альфа-бета-бочонка, что и тип  III. 
Отсюда можно предположить, что эти акцеп-
торы  PLP также получают  PLP от  PLPBP, 
как показано на  рис.  4 пунктирными стрел-
ками. Таким образом, в отличие от  PdxK 
и  PNPO, передающих PLP белкам наиболее 
распространенных структурных типов  I и  II, 
PLPBP может быть нужен для передачи кофер-
мента акцепторам PLP редких структурных ти-
пов, таких как типы III–VII (рис. 4).

Недавнее исследование партнеров  PLPBP 
показало, что среди них преобладают белки, 
участвующие в организации цитоскелета и 
клеточном делении, а не PLP-зависимые фер-
менты [34]. Поэтому основная функция PLPBP 
не обязательно включает доставку PLP к апо-
ферментам. Участие PLP в организации цито-
скелета и клеточных делений подтверждается 
и связью с этими процессами фосфатазы PLP, 
известной как хронофин. Помимо гидроли-
за PLP до PL, хронофин является фосфатазой 
кофилина [55] – ключевого регулятора контро-
лируемой фосфорилированием динамики ак-
тинового цитоскелета. Ассоциация как PLPBP, 
так и PLP фосфатазы с организацией цитоске-
лета и делением клеток  [34, 55] предполагает 
недооцененную в настоящее время роль вита-
мина B6 в этих процессах.

Таким образом, мы идентифицировали 
общий для большинства PLP-зависимых фер-
ментов мотив, простирающийся от белковой 
поверхности до сайтов связывания  PLP. Кон-
формационная динамика мотива при связы-
вании доноров  PLP может обеспечить обра-
зование канала для обмена  PLP. Например, 
участвующая в переносе  PLP открытая кон-
формация активного центра глутаматдекарб-
оксилазы [19] может стабилизироваться белок-
белковыми взаимодействиями с донором PLP. 
Структурно сходный в очень разных белках, 
использующих PLP, мотив может быть интер-
фейсом для присоединения множества бел-
ков-акцепторов PLP к ограниченному числу 
PLP-доноров. Конформационные изменения 
в гетерологическом комплексе могут сближать 
активные центры белков-доноров и акцеп-

торов PLP, способствуя межбелковому пере-
носу кофермента. Патогенность человеческих 
мутаций вне активного сайта, но внутри или 
рядом с идентифицированным мотивом сви-
детельствует в пользу такой функции моти-
ва. Поскольку компоненты белковых ком-
плексов, связанных с базовыми функциями 
клеток, обычно коэкспрессируются  [56], об 
образовании белковых комплексов может кос-
венно свидетельствовать сопряженная экс-
прессия продуцентов и PLP-зависимых бел-
ков. Действительно, в гепатоцеллюлярной 
карциноме, для которой характерно сни-
жение функций PLP-зависимых ферментов 
структурного типа  I  (ТАТ) и структурного 
типа II (CBS) [4, 57], подавляется и продуцент 
PLP PNPO [58].

Хотя идентифицированный общий мотив 
разных ферментов-акцепторов PLP обладает 
сходной структурой и консервативными остат-
ками, необходимыми для взаимодействия с 
донорами  PLP, в каждом белке-акцепторе 
имеются и специфические для него остатки. 
Это открывает возможности для разработки 
пептидных препаратов, избирательно блоки-
рующих интерфейс доставки PLP в представ-
ляющих терапевтический интерес ферментах, 
таких как  CBS, усиление функции которой 
при некоторых видах рака связано с плохим 
прогнозом [5, 6].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Экспериментально установленные белок-
белковые взаимодействия и имеющиеся в 
настоящее время структурные данные позво-
лили идентифицировать общий для множе-
ства PLP-зависимых ферментов структурных 
типов  I и  II мотив, который может служить 
интерфейсом между этими ферментами и про-
дуцирующими PLP PdxK или  PNPO. Функ-
циональное значение мотива в межбелковом 
переносе  PLP объясняет патогенность мута-
ций внутри или вблизи мотива вне активного 
центра. Взаимодействия PLPBP свидетель-
ствуют о его связывании с PLP-зависимыми 
белками редких структурных типов III–VII.
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PROTEIN–PROTEIN INTERFACES AS DRUGGABLE TARGETS: 
A COMMON MOTIF OF THE PYRIDOXAL-5′-PHOSPHATE-DEPENDENT 

ENZYMES TO RECEIVE THE COENZYME FROM ITS PRODUCERS

V. A. Aleshin1,2 and V. I. Bunik1,2,3*

1 Department of Biokinetics, A. N. Belozersky Institute of Physicochemical Biology, 
Lomonosov Moscow State University, 

119234 Moscow, Russia; e-mail: aleshin_vasily@mail.ru; bunik@belozersky.msu.ru
2 Department of Biochemistry, Sechenov University, 119048 Moscow, Russia

3 Faculty of Bioengineering and Bioinformatics, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia

Pyridoxal-5′-phosphate (PLP), a phosphorylated form of vitamin B6, acts as a coenzyme for numerous 
reactions, including those changed in cancer and/or associated with the disease prognosis. Since highly 
reactive PLP may modify cellular proteins, it is hypothesized to be directly transferred from its donors to 
acceptors. Our goal is to validate the hypothesis by finding common motif(s) in a multitude of the PLP-
dependent enzymes for binding the limited number of the PLP donors, namely pyridoxal kinase (PdxK), 
pyridox(am)in-5′-phosphate oxidase (PNPO) and the PLP-binding protein (PLPBP). Experimentally 
confirmed interactions between the PLP donors and acceptors reveal that PdxK and PNPO interact with 
the PLP acceptors of folds I and II, while PLPBP – with those of folds III and V. Aligning the sequences 
and 3D structures of the identified interactors of PdxK and PNPO, we have found a common motif in the 
PLP-dependent enzymes of folds I and II. The motif extends from the enzyme surface to the neighborhood 
of the PLP binding site, represented by an exposed alfa-helix, a partially buried beta-strand and residual 
loops. Pathogenicity of mutations in human PLP-dependent enzymes within or in the vicinity of the motif, 
but outside of the active sites, supports functional significance of the motif that may provide an interface 
for the direct transfer of PLP from the sites of its synthesis to those of the coenzyme binding. The enzyme-
specific amino acid residues of the common motif may be used to develop selective inhibitors blocking PLP 
delivery to the PLP-dependent enzymes critical for proliferation of malignant cells.

Keywords: CBS, PdxK, PNPO, PLPBP, pyridoxal-5′-phosphate-dependent enzyme, TAT, vitamin B6 metabolism, 
amino acid metabolism, 1-carbon metabolism
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Цистеиновые катепсины играют важную роль при развитии опухолей и метастазировании, а их 
экспрессия повышена во многих опухолевых клетках. Помимо протеолиза белков внеклеточ-
ного матрикса и сигнальных молекул на поверхности клетки, цистеиновые катепсины участвуют 
в канцерогенезе посредством других механизмов, включающих деградацию транскрипционных 
факторов и нарушение функционирования сигнальных каскадов в клеточном ядре. На данный 
момент известна роль ряда катепсинов в определённых типах рака, однако нет исследований всех 
11 цистеиновых катепсинов в одной опухоли или опухолевой модели. В настоящей работе мы оце-
нивали и сравнивали экспрессию, локализацию и степень созревания всех 11 цистеиновых катеп-
синов в эмбриональных клетках почки HEK293 и клеточных линиях рака почки 769-P и А-498. 
Нами было показано, что в опухолевых клетках экспрессия катепсинов V, B, Z, L и S повышена 
в 3–9 раз по сравнению с эмбриональными клетками. Также было установлено, что цистеиновые 
катепсины детектируются не только в цитоплазме, но и в клеточных ядрах как эмбриональных, 
так и опухолевых клеток. Так, например, более половины специфического флуоресцентного сиг-
нала от катепсинов Z и K обнаруживалось в ядрах опухолевых клеток, а в случае катепсина F 
доля этого фермента в клеточном ядре превышала 88%. Более того, было обнаружено, что мно-
гие цистеиновые катепсины представлены в виде зрелого фермента именно в опухолевых клетках. 
В дальнейшем полученные результаты могут быть использованы для разработки новых диагно-
стических систем, а также для дальнейшего изучения цистеиновых катепсинов в качестве потен-
циальных терапевтических мишеней.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: цистеиновые катепсины, внутриклеточная локализация, экспрессия белков, созре-
вание протеиназ, рак почки.

DOI: 10.31857/S032097252307014X, EDN: FYLWMO

Принятые сокращения: GAPDH  – глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназа.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Цистеиновые катепсины являются лизо-
сомальными протеиназами и относятся к па-
паин-подобным ферментам. Группа цистеи-
новых катепсинов состоит из 11  ферментов: 
катепсины B, C, F, H, K, L, O, S, V, W и Z (X). 

Они имеют общую доменную структуру, но 
различаются по молекулярной массе и функ-
циям. Основная роль цистеиновых протеиназ 
заключается в деградации белков и регуляции 
клеточных процессов  [1]. На основе амино-
кислотной последовательности продомена ка-
тепсины подразделяют на L-, B- и F-подобные 
катепсины [2].

Катепсины состоят из сигнального N-кон-
цевого пептида, продомена и каталитического 
домена  [3]. Катепсины синтезируются в виде 
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неактивной проформы. В процессе многосту-
пенчатого созревания от проформы отщепля-
ется сигнальный пептид и продомен, и обра-
зуется зрелый фермент. В некоторых случаях 
в процессе созревания катепсины образуют 
одну или несколько промежуточных форм [4].

Цистеиновые катепсины экспрессируются 
практически всеми клетками организма. Не-
которые из них имеют выраженную экспрес-
сию в определённых органах человеческого 
тела. Например, в группе иммунных клеток 
катепсин  S крайне распространён в антиген-
презентирующих клетках  [5], а катепсин  W 
экспрессируется преимущественно NK-клет-
ками и T-лимфоцитами [6]. Повышенная экс-
прессия катепсинов наблюдается при опухолях 
мозга  [7–9], раке груди  [10–13], колоректаль-
ном раке  [14,  15], меланоме  [16], неходжкин-
ской лимфоме  [17], плоскоклеточной карци -
номе  [18], раке лёгких  [19], желудка  [20], ти-
моме  [21], раке почки  [22,  23], щитовидной 
железы [24, 25], крупногранулярном лимфоци-
тарном лейкозе [26]. Из литературных данных 
известно, что у пациентов с почечно-клеточ-
ным раком в клетках наблюдается повышен-
ная экспрессия катепсина  B в сравнении с 
окружающими неопухолевыми клетками  [27]. 
Катепсин  K используется как диагностиче-
ский маркер при TFE3/TFEB-реаранжиро-
ванной почечно-клеточной карциноме и по-
чечной эпителиоидной ангиомиолипоме  [23]. 
Повышенную экспрессию цистеиновых ка-
тепсинов в опухолевых клетках часто свя-
зывают с плохим прогнозом  [7,  28], общей 
низкой выживаемостью  [29] и метастазиро-
ванием [30].

Цистеиновые катепсины рассматриваются 
в качестве потенциальных маркеров и мише-
ней для диагностики и лечения определённых 
типов рака. К потенциальным маркерам мож-
но отнести катепсин  B  [27], катепсин  H  [14], 
а также катепсин  К  [23]. Ингибирование ак-
тивности катепсина  B в клетках гепатоцел-
люлярной карциномы приводит к снижению 
клеточного роста опухоли  [31,  32]. Пептиды, 
полученные на основе субстратов папаин-по-
добной цистеиновой протеиназы тритикаина-
альфа, снижают миграцию опухолевых кле-
ток почек, формирование сфероидов и коло-
ний [22]. Нокаут катепсина Z и B при раке гру-
ди приводит к уменьшению метастазирования 
и размеров опухоли [33].

Несмотря на то что цистеиновые катеп-
сины изначально были описаны как лизо-
сомальные протеиназы, их обнаруживают 
в ядрах клеток, а также в некоторых других 
внутриклеточных компартментах  [25,  34,  35]. 

В целом, функциональная роль «ядерных» 
цистеиновых катепсинов пока малоизучена. 
Однако показано, что наличие ядерного ка-
тепсина  L коррелирует с негативным прогно-
зом выживаемости онкологических пациен-
тов [36].

Многие исследования фокусируются на 
изучении одного определённого цистеинового 
катепсина. Несмотря на то что многие катеп-
сины экспрессируются при определённом типе 
рака, в литературе практически отсутствуют 
работы, направленные на изучение экспрессии 
всех цистеиновых катепсинов одновременно. 
С целью заполнить этот пробел в настоящем 
исследовании мы изучили уровни экспрессии 
всех 11  цистеиновых катепсинов в эмбрио-
нальных клетках почки человека HEK293 и в 
опухолевых линиях почки 769-P и А-498, а так-
же определили локализацию и степень созре-
вания цистеиновых катепсинов, присутствую-
щих в этих клетках.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеточных линий. Клеточ-
ные линии карциномы почки человека 769-Р, 
А-498 и человеческие эмбриональные клетки 
почки HEK293 были получены из американ-
ской коллекции типовых культур. Клетки 769-Р 
и А-498 выращивали на флаконах в среде 
RPMI-1640, дополненной 10%-ной эмбрио-
нальной телячьей сывороткой (v/v) и 1%-ной 
смесью антибиотиков пенициллин-стрептоми-
цин (v/v) («Gibco», США) при 37 °С в атмо-
сфере 5% CO2. Клетки HEK293 выращивали на 
среде DMEM с теми же добавками и в тех же 
условиях.

Получение антител против катепсина L. 
Поликлональные антитела против катепсина L 
были получены и очищены в соответствии с 
обычной процедурой  [37]. Вкратце, очищен-
ный рекомбинантный катепсин  L (1 мг/мл) 
смешивали в соотношении 1 : 1 с 1 мл вспо-
могательного адъюванта Фрейнда и подкожно 
вводили кролику. Через месяц иммунизацию 
усилили путём введения рекомбинантного ка-
тепсина L (1 мг/мл), смешанного с неполным 
адъювантом Фрейнда в том же соотношении. 
Через две недели после повторной иммуниза-
ции собрали кровь, и антитела очистили ме-
тодом аффинной хроматографии. Для этого 
1,2 мг рекомбинантного катепсина L смешали 
с 0,6 мл CNBr-активированной сефарозы («GE 
Lifesciences», США), следуя инструкциям про-
изводителя. Сыворотку разбавили в 2 раза рас-
твором PBS и загрузили на иммуноаффинную 
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колонку. Антитела были удалены с колонки 
0,2 М глицином (pH 2,5), элюат нейтрализовали 
1 М Tris-HCl (pH 9,0). Антитела осадили сухим 
сульфатом аммония до насыщения 75%. Оса-
док антител центрифугировали, суспендирова-
ли в 50%-ном насыщенном растворе сульфата 
аммония и хранили при 4 °С.

Фракционирование клеточных структур. 
Фракционирование клеточных линий на цито-
плазматическую и ядерную фракции проводи-
ли по основной методике  [38] с некоторыми 
модификациями. Клетки отмывали от среды 
охлаждённым PBS. К клеткам добавляли саха-
розный буфер (0,32  М сахароза, 3  мМ CaCl2, 
2  мМ ацетат магния, 0,1  мМ ЭДТА, 10  мМ 
Tris-HCl, 1  мМ ДТТ, 0,5%-ный NP-40 (v/v), 
коктейль ингибиторов протеиназ («Sigma-
Aldrich», США)), собирали скребком с клеточ-
ного пластика и переносили в пробирку во 
льду. Через 30 мин инкубации во льду с перио-
дическим пипетированием образцы центри-
фугировали в течение 15 мин при 3000 g, +4 °С. 
После центрифугирования отбирали суперна-
тант, содержащий цитоплазматическую фрак-
цию, и ресуспендировали ядерный осадок в 
сахарозном буфере без добавления NP-40. 
После центрифугирования при 3000 g, +4 °С в 
течение 5 мин ядра ресуспендировали сначала 
в низкосолевом буфере (20 мM HEPES, pH 7,9, 
20%-ный глицерин (v/v), 1,5  мM MgCl2, 0,02  M 
KCl, 0,2 мM ЭДТА, 0,5 мM ДТТ, коктейль ин-
гибиторов протеиназ («Sigma-Aldrich»)), по-
том в высокосолевом буфере (20  мM HEPES, 
pH 7,9, 20%-ный глицерин (v/v), 1,5 мM MgCl2, 
0,8 М KCl, 0,2 мM ЭДТА, 1%-ный NP-40 (v/v), 
0,5  мM ДТТ, коктейль ингибиторов протеи-
наз («Sigma-Aldrich»)). Ядра инкубировали в те-
чение 30  мин во льду и центрифугировали на 
16 000 g в течение 15 мин при +4 °С. Отобран-
ный супернатант содержал ядерную фрак-
цию. Цитоплазматическую и ядерную фракции 
хранили при −80 °С. Фракции смешивали с 
2×  буфером для нанесения образцов (125  мМ 
Tris-HCl, pH  6,8, 20%-ный глицерин (v/v), 
4%-ный SDS (w/v), 0,004%-ный бромфе-
ноловый синий (w/v), 10%-ный 2-меркапто-
этанол (v/v)) и прогревали в течение 5  мин 
при 96 °С. На ПААГ наносили по 6 мкг цито-
плазматической фракции и 60  мкг ядерной 
фракции.

Получение образцов клеточных лизатов. 
Клетки аккуратно промывали охлаждённым 
PBS и лизировали в RIPA-буфере (150  мM 
NaCl, 50  мM Tris-HCl, pH  8,0, 1%-ный NP-40 
(v/v), 0,5%-ный дезоксихолат натрия (w/v), 
0,1%-ный SDS (w/v)) с добавлением коктей-
ля ингибиторов протеиназ («Sigma-Aldrich») 

в течение 30  мин во льду. Клеточный ли-
зат центрифугировали на 16 000  g при темпе-
ратуре +4  °С в течение 15  мин. Полученный 
клеточный лизат смешивали с 2× буфером для 
нанесения образцов (125 мМ Tris-HCl, pH 6,8, 
20%-ный глицерин (v/v), 4%-ный SDS (w/v), 
0,004%-ный бромфеноловый синий (w/v), 
10%-ный 2-меркаптоэтанол (v/v)) и прогрева-
ли в течение 5 мин при 96 °С. На ПААГ нано-
сили по 30 мкг клеточного лизата.

Вестерн-блот. Готовые образцы разделя-
ли в 14%-ном ПААГ и переносили на PVDF-
мембрану («Merck Millipore», США). В работе 
использовали антитела к катепсинам  V, C, B, 
K, W, Z, O, H, S («Abcam», Великобритания), 
катепсину  L, катепсину  F, глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназе (GAPDH), ламинам А/С 
(«Thermo Fisher Scientific», США), а также вто-
ричные антитела, конъюгированные с пер-
оксидазой хрена («Thermo Fisher Scientific»). 
Мембраны проявляли набором Clarity Western 
ECL Substrate («Bio-Rad», США). Денсито-
метрический анализ проводили в программе 
GelAnalyzer  19.1. Полученные данные нор-
мировали к контролю нагрузки GAPDH и 
представляли в относительных единицах. 
Проверку чистоты цитоплазматической и ядер-
ной фракций проводили по цитоплазмати-
чес кому белку GAPDH и ядерным белкам 
ламинам A/C.

Флуоресцентная микроскопия. Клетки от-
мывали в охлаждённом PBS, фиксировали в 
4%-ном PFA (w/v)/PBS в течение 10 мин и пер-
меабилизовали в 0,25%-ном Triton X-100 (v/v) 
в течение 10  мин. Для блокировки неспеци-
фических сайтов связывания клетки блоки-
ровали в 1%-ном BSA (w/v)/1× PBS-T/100 мM 
глицине в течение 30  мин. Далее клетки ин-
кубировали с первичными антителами, опи-
санными в разделе «Вестерн-блот», 1 ч при 
комнатной температуре. После этого к клет-
кам добавили меченные флуорофором вторич-
ные антитела («Thermo Fisher Scientific») 
на 1 ч. Ядра клеток окрашивали ядерным кра-
сителем DAPI («Thermo Fisher Scientific») и 
заключали в монтирующую среду («Sigma-
Aldrich»). Клетки визуализировали на конфо-
кальном микроскопе C2 на платформе Eclipse 
Ti-E («Nikon», Япония). Анализ флуоресцент-
ных изображений проводили в программе 
ImageJ 1.53c.

Анализ результатов. Статистический анализ 
результатов был выполнен с использованием 
программы GraphPad Prism  8.4.3. Результа-
ты сравнительного анализа экспрессии пред-
ставлены как среднее значение ± стандартное 
отклонение.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Экспрессия цистеиновых катепсинов раз-
личается в эмбриональных и опухолевых клет-
ках почки. Для определения уровня экспрессии 
цистеиновых катепсинов в эмбриональных и 
опухолевых клетках почки был проведён ве-
стерн-блоттинг клеточных лизатов (рис.  1). 
Результаты анализа показали, что все 11  ци-
стеиновых катепсинов обнаруживаются как в 
эмбриональных клетках почки HEK293, так и 
в двух опухолевых линиях клеток почки, 769-P 
и A-498. Однако между эмбриональной и опу-
холевыми линиями были выявлены значимые 
различия в уровне экспрессии, а также в нали-
чии различных форм цистеиновых катепси-
нов, отражающих степени созревания фермен-
тов. Выяснилось, что опухолевые клетки почки 
продуцируют в среднем больше катепсина  V 
(в 9,34  раз), катепсина  Z (в 5,5), катепсина  L 
(в 3,34), катепсина  S (в 9,2) и катепсина  B 
(в 3,34) в сравнении с эмбриональными клет-
ками почки. Примечательно, что, помимо уве-
личенной экспрессии катепсинов  L и B, в опу-
холевых клетках также детектировалось боль-
шее количество зрелых форм этих белков.

В опухолевых клетках уровень содержания 
проформы и промежуточной формы катепси-
на  C был выше, чем в эмбриональных клет-
ках, в то время как уровень содержания зре-
лой формы катепсина C снижался. Количество 
проформы и промежуточной формы катепси-
на  O, наоборот, оказалось снижено в опухо-
левых клетках по сравнению с содержанием 
катепсина  O в эмбриональных клетках, а зре-
лый катепсин O с молекулярной массой около 
20  кДа детектировался исключительно в опу-
холевых клетках. В опухолевых клетках почки 
катепсин K присутствовал преимущественно в 
зрелой форме, а в эмбриональных клетках, на-
оборот, было больше проформы катепсина K. 
Количественное содержание проформы и про-
межуточной формы катепсина  H различалось 
во всех трёх клеточных линиях. Однако зрелая 
форма катепсина H в опухолевых клетках была 
представлена в меньшем количестве, чем в эм-
бриональных клетках.

Экспрессия всех F-подобных катепсинов 
(катепсина  F и W) оказалась выше в эмбрио-
нальных клетках почки по сравнению с экс-
прессией в опухолевых клетках. Помимо вы-
явленных изменений в уровнях экспрессии 
катепсинов в эмбриональных и опухолевых 
клетках следует отдельно отметить, что в опу-
холевых клетках дополнительно детектиро-
вались промежуточные формы катепсинов  V, 
K, C и H. 

Таким образом, исходя из полученных 
результатов, можно заключить, что все 11  ци-
стеиновых катепсинов продуцируются как 
эмбриональными, так и опухолевыми клетка-
ми, однако уровень их экспрессии, а также на-
бор форм, характерных для разных этапов со-
зревания ферментов, могут существенно раз-
личаться. При этом опухолевые клетки почки 
содержат достоверно большее количество ка-
тепсинов V, B, Z, L и S по сравнению с эмбри-
ональными клетками почки.

Цистеиновые катепсины присутствуют в яд-
рах и в цитоплазме эмбриональных и опухолевых 
клеток почки, но в разных соотношениях. На сле-
дующем этапе исследования изучалась внутри-
клеточная локализация цистеиновых катеп-
синов в эмбриональных и опухолевых клетках 
почки. Цистеиновые катепсины, окрашенные с 
помощью антител, конъюгированных с флуорес-
центным красителем, визуализировали с помо-
щью конфокальной микроскопии (рис. 2). Ядра 
клеток окрашивали ядерным красителем DAPI.

Результаты микроскопии показали, что все 
цистеиновые катепсины детектировались как 
в цитоплазме, так и в ядрах эмбриональных и 
опухолевых клеток почки. Тем не менее рас-
пределение конкретных белков между цито-
плазмой и ядром существенно различалось. 
Например, около 90% сигнала катепсина  F 
приходилось на ядра эмбриональных и опухо-
левых клеток. Исходя из распределения флуо-
ресцентных сигналов в клетках, был сделан 
вывод о том, что большая часть катепсинов Z, 
B, O, K и H (более 50% от всего сигнала) со-
держится в ядрах клеток 769-Р, в то время как 
в ядрах клеток А-498 представлено больше ка-
тепсина Z и K.

Сигнал от некоторых цистеиновых катеп-
синов в цитоплазме и ядре различался между 
эмбриональными и опухолевыми клетками 
почки. В эмбриональных клетках 49% сигнала 
от катепсина  V и 65,15% сигнала от катепси-
на  W детектировалось в ядрах клеток, в то 
время как в опухолевых клетках происходило 
снижение сигнала до 22,94% и 24,76% для ка-
тепсина V и до 16% и 16,46% для катепсина W 
в ядрах клеток 769-Р и A-498 соответственно.

Проанализировав распределение катепси-
нов  B, O и Z в эмбриональных и опухолевых 
клетках, мы обнаружили статистические раз-
личия только в одной из клеточных линий в 
сравнении с эмбриональными клетками. Так, 
в ядрах опухолевых клеток 769-Р уровень ка-
тепсина  Z был снижен с 73,35% до 50,1%, а в 
опухолевых клетках А-487 достоверно снижа-
лась ядерная локализация катепсина B с 55,68% 
до 21,65% и катепсина O с 66,92% до 39,88%.
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Рис. 1. Экспрессия B-, F- и L-подобных цистеиновых катепсинов в эмбриональных клетках почки HEK293 и опухо-
левых клетках почки 769-P и A-498. Анализ клеточных лизатов проводился с помощью вестерн-блоттинга. Мембраны 
окрашивались с помощью антител против 11 цистеиновых катепсинов, а также против GAPDH с целью количествен-
ного контроля нанесения образцов. Про – проформа катепсина, зрелая – зрелая форма катепсина, стрелки без под-
писей – промежуточные формы катепсинов. Гистограммы представляют результаты обсчёта вестерн-блотов (среднее 
значение и среднеквадратичное отклонение). Кратное изменение экспрессии вычислено как отношение значения 
интенсивности сигнала полосы белка к медианному значению интенсивности сигнала полосы белка. Медиана была 
выбрана среди значений интенсивностей сигналов полос белков, которые представлены на рисунке для определён-
ного катепсина. Все значения интенсивностей сигналов полос белков были нормализованы по GAPDH. * p  <  0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001
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Рис. 2. Внутриклеточная локализация B-, F- и L-подобных цистеиновых катепсинов в эмбриональных клетках почки 
HEK293 и опухолевых клетках почки 769-P и A-498. а – Микрофотографии, полученные с помощью конфокальной 
микроскопии. Окрашивание проводилось с помощью антител к цистеиновым катепсинам и параллельно с помощью 
ядерного красителя DAPI. Размер масштабной шкалы – 10 мкм. Совм. – совмещённая фотография. б – Результаты 
обсчёта соотношений флуоресцентных сигналов от конъюгированных антител, детектируемых в цитоплазме или 
в ядре в клеточных линиях HEK293, 769-P и А-498 (среднее значение и среднеквадратичное отклонение). *  p  <  0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001

В то же время флуоресцентные сигналы 
от катепсинов S, H, K, L и C, детектируемые в 
цитоплазме и ядрах, в эмбриональных и опу-
холевых клетках не показали достоверных раз-
личий.

Полученные результаты позволяют заклю-
чить, что цистеиновые катепсины содержатся 
в ядрах и цитоплазме как в эмбриональных, 
так и в опухолевых клетках почки. Однако со-
отношения содержания отдельных ферментов 
в ядре и цитоплазме могут достоверно разли-
чаться в зависимости от типа клеток.

Цистеиновые катепсины созревают в опухо -
левых клетках почки эффективнее, чем в эмбрио-
нальных клетках почки. Следующий этап ис-
следования заключался в определении различ-
ных форм катепсинов, образующихся при со-
зревании ферментов и содержащихся в цито-
плазме и ядрах эмбриональных и опухолевых 
клеток почки. Методом фракционирования 
клеточных компонентов были получены цито-
плазматическая и ядерная фракции, которые 
анализировали с помощью вестерн-блоттинга 
с использованием антител ко всем 11 катепси-
нам (рис. 3).

Анализ с помощью вестерн-блоттинга по-
казал, что катепсины  Z, W, V и L содержатся 

в клетках в виде проформы: проформа бел-
ков определялась в цитоплазме и ядрах клеток 
(рис. 3). Проформы, а также зрелые формы ка-
тепсинов K, C, F и H определялись в ядерных 
фракциях, полученных из всех трёх клеточных 
линий. При анализе фракций на наличие ка-
тепсина S выявлялась только проформа в ядер-
ной фракции эмбриональных клеток почки. 
Катепсин  O в зрелой активной форме детек-
тировался в ядерной фракции, полученной из 
опухолевых клеток, в то время как в ядерной 
фракции эмбриональных клеток определялась 
исключительно проформа и промежуточная 
форма. Катепсин B преимущественно опреде-
лялся в цитоплазматической фракции в виде 
промежуточной и зрелой формы, в то время 
как в ядерной фракции содержалось лишь 
только небольшое количество промежуточной 
формы катепсина B.

Исходя из результатов, представленных 
выше, можно сделать вывод, что в ядрах кле-
ток цистеиновые катепсины представлены во 
всех возможных формах. Формы катепсина  О 
и B различаются в ядерной фракции эмбрио-
нальных и опухолевых клеток почки. Кроме 
того, также можно сделать вывод о том, что 
процессы созревания катепсинов происходят 
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Рис. 3. Определение различных форм B-, F- и L-подобных цистеиновых катепсинов в эмбриональных клетках поч-
ки HEK293 и опухолевых клетках почки 769-P и A-498. Анализ клеточных лизатов и фракций проводился с помо-
щью вестерн-блоттинга. Мембраны окрашивались с помощью антител против 11 цистеиновых катепсинов. Антитела 
к GAPDH и ламинам А/С использовали для проверки чистоты цитоплазматической и ядерной фракций. Про – про-
форма катепсина, зрелая  – зрелая форма катепсина, стрелки без подписей  – промежуточные формы катепсина, 
цит. фр. – цитоплазматическая фракция, яд. фр. – ядерная фракция. Гистограммы представляют результаты обсчёта 
вестерн-блотов (среднее значение и стандартная ошибка среднего)
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эффективнее в ядрах и цитоплазме опухолевых 
клеток, чем в ядрах и цитоплазме эмбриональ-
ных клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные в настоящей работе резуль-
таты подтверждают и дополняют имеющиеся 
в литературе данные о том, что экспрессия 
практически всех цистеиновых катепсинов по-
вышена в опухолевых клетках  [7–26]. На мо-
лекулярном уровне повышенная экспрессия 
и секреция цистеиновых катепсинов ведёт к 
протеолизу белков внеклеточного матрикса 
и поверхностных мембранных белков, что, 
в свою очередь, приводит к разрушению меж-
клеточных контактов, миграции раковых кле-
ток и метастазированию опухоли [39].

В настоящей работе мы обнаружили по-
вышенную экспрессию катепсинов  B и L в 
клетках рака почки. В других опухолевых клет-
ках, таких как клетки рака поджелудочной 
железы, также наблюдается повышенный уро-
вень катепсинов B и L  [40,  41]. На мышиной 
модели канцерогенеза клеток островков под-
желудочной железы RIP1-Tag2 было показано 
участие катепсинов B и L в протеолизе супрес-
сора опухолей Е-кадгерина  [42], что ведёт к 
активации эпителиально-мезенхимального пе-
рехода. Это, в свою очередь, приводит к уси-
лению метастазирования и химиорезистент-
ности опухолевых клеток  [43]. Мы предпола-
гаем, что в опухолевых клетках почки может 
происходить аналогичное расщепление Е-кад-
герина при помощи катепсинов B и L. Мы так-
же увидели повышенную экспрессию катепси-
нов  H, K и Z, для которых были определены 
молекулярные механизмы участия этих фер-
ментов в развитии рака простаты  [44,  45] и 
печени  [46]. Более того, результаты, получен-
ные в настоящей работе, согласуются с лите-
ратурными данными о том, что повышенный 
уровень катепсинов наблюдается при раке 
мозга  [7–9,  47], груди  [10–13], лёгких  [19], 
кишечника [14, 15], кожи [16] и простаты [44, 
45, 48, 49].

Интересно, что в опухолевых клетках поч-
ки происходит изменение соотношения форм 
катепсинов K и O в сторону зрелых форм этих 
ферментов. Зрелая форма катепсина  K явля-
ется каталитически активной и обычно обра-
зуется внутри лизосом  [1]. Соответственно, 
преобладание зрелой формы катепсинов  К и 
О в раковых клетках может свидетельствовать 
о более полном процессинге этих ферментов 
в лизосомах, ведущему к их полной актива-

ции. Логично предположить, что онкогенная 
роль катепсинов  К и О в развитии рака поч-
ки может быть обусловлена их более полной 
активацией. Гипотеза о том, что эффектив-
ное созревание катепсинов  К и О обуслов-
ливает их активное вовлечение в процесс 
канцерогенеза, согласуется с недавно опубли-
кованными данными о роли этих катепсинов 
в развитии рака предстательной железы  [45] 
и груди [11].

Наличие множественных промежуточных 
форм катепсинов в опухолевых клетках почки 
можно объяснить каталитической активно-
стью цистеиновых протеиназ. Известно, что 
катепсины K и V могут расщеплять катепсин C 
с образованием нескольких промежуточных 
форм  [50]. Молекулярный вес этих промежу-
точных форм соответствует размерам фраг-
ментов катепсина C, найденных нами в опухо-
левых клетках почки.

При анализе экспрессии цистеиновых ка-
тепсинов мы обнаружили, что экспрессия и 
формы катепсинов О, С, V, H и L различаются 
в опухолевых клетках 769-P и А-498. Исполь-
зуемые в данной работе опухолевые клеточные 
линии 769-Р и A-498 принадлежат к группе 
карцином почки. Некоторые исследователи 
относят линию А-498 к папиллярной клеточ-
ной карциноме почки, в то время как линия 
769-P принадлежит к группе светлоклеточного 
рака почки. Эти группы имеют разные моле-
кулярные и гистологические характеристи-
ки [51, 52]. Так, например, в клеточных лини-
ях 769-Р и А-498 наблюдался разный уровень 
роста клеток при добавлении растительных 
экстрактов  [53], а также отличалась чувстви-
тельность клеток в ответ на TRAIL-индуци-
рованный апоптоз  [54]. Исходя из вышеука-
занных молекулярных, морфологических и 
биохимических различий между клеточными 
линиями 769-Р и A-498, в них можно ожидать 
разного уровня экспрессии цистеиновых ка-
тепсинов и разного соотношения их процесси-
рованных форм.

В настоящей работе мы показали, что все 
11  цистеиновых катепсинов присутствуют в 
ядрах как эмбриональных, так и опухолевых 
клеток почки. Эти результаты подтверждаются 
литературными данными о ядерной локализа-
ции ряда катепсинов в раковых клетках [15, 23, 
25, 36, 49–58]. Вместе с тем мы впервые пока-
зали, что катепсины O, W, Z и K присутствуют 
не только в цитоплазме, но и в клеточном ядре.

Обнаруженная в настоящей работе ядер-
ная локализация цистеиновых катепсинов в 
клетках рака почки подтверждается литера-
турными данными об их канцерогенной роли 
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в клеточном ядре. Так, например, активная, 
зрелая форма катепсина  L обнаруживается 
в ядре клеток колоректальной карциномы 
HCT116, где она участвует в нарушении кле-
точного цикла  [57]. Более того, в этих клет-
ках отсутствует физиологический ингибитор 
катепсина L – стефин B. Молекулярный меха-
низм канцерогенного действия катепсина  L в 
клеточном ядре связан с протеолизом тран-
скрипционного фактора CDP/Cux, который 
участвует в регуляции клеточного цикла  [59] 
и может выступать в роли онкогена  [60]. Дру-
гой пример включает в себя катепсины  B, K, 
L и S, ассоциированные с ядерной мембра-
ной и регулирующие ядерный транспорт бел-
ков SMAD, которые являются важными ком-
понентами сигнального пути TGF-β. Этот 
сигнальный путь играет важную роль как в 
развитии рака  [61], так и в противораковом 
иммунитете  [62]. Ещё один представитель се-
мейства цистеиновых катепсинов, катепсин V, 
также обнаруживается в ядрах клеток карци-
номы щитовидной железы. Его укороченная 
N-терминальная ядерная форма, вероятно, 
участвует в нарушении клеточного цикла и вы-
зывает гиперпролиферацию [24].

Результаты нашего исследования показы-
вают, что в опухолевых клетках почки зрелые 
цистеиновые катепсины частично локализу-
ются в ядрах клеток. Из литературных дан-
ных известно, что катепсины активируются 
при кислых значениях pH [63] или при помо-
щи других протеиназ  [50]. С другой стороны, 
повышение pH обычно приводит к потере 
катепсинами своей активности [64]. Мы пред-
полагаем, что в pH-нейтральной среде кле-
точного ядра катепсины могут либо частично 
терять свою активность, либо менять свою 
субстратную специфичность, что позволяет 
предотвратить неспецифическую деградацию 
ядерных белков. Помимо этого, каталити-
ческая активность катепсинов в ядре клетки 
может регулироваться их селективными ин-
гибиторами стефинами, ядерная локализа-
ция которых подтверждается литературными 
данными [65].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе было проведено 
сравнение уровней экспрессии цистеиновых 
катепсинов в эмбриональных и опухолевых 
клетках почки. Мы определили, что экспрес-
сия цистеиновых катепсинов  V, B, Z, F и H 
повышена в опухолевых клетках. По наличию 
зрелых форм ферментов можно сделать вывод 
о том, что процессы созревания происходят 
более активно в опухолевых клетках по сравне-
нию с эмбриональными. Также была описана 
локализация для всех 11 цистеиновых катепси-
нов в одной клеточной модели и обнаружено, 
что все эти ферменты в разной степени при-
сутствуют в клеточном ядре. Важно, что часть 
катепсинов была обнаружена в ядре в актив-
ной форме, что позволяет предположить, что 
цистеиновые катепсины являются функцио-
нально активными не только в цитоплазме, но 
и в ядрах клеток. Функции некоторых катеп-
синов с ядерной локализацией активно изуча-
ют, но молекулярные механизмы их действия 
и субстраты ещё только предстоит выявить. 
Мы надеемся, что результаты настоящей рабо-
ты по изучению экспрессии и локализации ци-
стеиновых катепсинов найдут своё применение 
в будущем, в том числе при поиске опухолевых 
маркеров в тканях пациентов с раком почки.
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EXPRESSION, INTRACELLULAR LOCALIZATION AND MATURATION 
OF CYSTEINE CATHEPSINS IN RENAL EMBRYONIC 

AND CANCER CELL LINES

A. S. Frolova1,2, N. K. Tikhomirova3, I. I. Kireev3, E. Yu. Zernii3, A. Parodi2, 
K. I. Ivanov2, and A. A. Zamyatnin, Jr.1,2,3,4*

1 Institute of Molecular Medicine, Sechenov First Moscow State Medical University, 119991 Moscow, Russia
2 Scientific Center for Translation Medicine, Sirius University of Science and Technology, 354340 Sochi, Russia

3 Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, 
119992 Moscow, Russia; e-mail: zamyat@belozersky.msu.ru

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

Cysteine cathepsins play an important role in tumor development and metastasis. The expression of these 
enzymes is often increased in many types of tumor cells. Cysteine cathepsins contribute to carcinogenesis 
through a number of mechanisms, including proteolysis of extracellular matrix and signaling molecules on 
the cell surface, as well as degradation of transcription factors and disruption of signaling cascades in the 
cell nucleus. Distinct oncogenic functions have been reported for several members of the cysteine cathepsin 
family in various types of cancer, but a comparative study of all eleven cysteine cathepsins in one exper-
imental model is still missing. In this work, we assessed and compared the expression, localization, and 
maturation of all eleven cysteine cathepsins in embryonic kidney cells HEK293 and kidney cancer cell lines 
769-P and A-498. We found that the expression of cathepsins V, B, Z, L, and S was 3- to 9-fold higher 
in kidney tumor cells than in embryonic cells. We also showed that all cysteine cathepsins were present in 
varying amounts in the nucleus of both embryonic and tumor cells. Notably, more than half of the cathepsin 
Z or K and over 88% of cathepsin F were localized in tumor cell nuclei. Moreover, mature forms of cysteine 
cathepsins were more prevalent in tumor cells than in embryonic cells. These results can be further used 
to develop novel diagnostic tools and may assist in the investigation of cysteine cathepsins as potential ther-
apeutic targets.

Keywords: cysteine cathepsins, subcellular localization, protein expression, protease maturation, renal cancer


	bcm_1041_1044_Contents
	bcm_1045_1068_Pokrovskiy
	bcm_1069_1084_Shatova
	bcm_1085_1100_Suspitsin
	bcm_1101_1122_Lomov
	bcm_1123_1136_Kulikova
	bcm_1137_1161_Kalinina
	bcm_1162_1172_Pokrovsky
	bcm_1173_1190_Uspenskaia
	bcm_1191_1203_Maksimova
	bcm_1204_1222_Ponomarev
	bcm_1223_1236_Filatova
	bcm_1237_1253_Markov
	bcm_1254_1267_Aleshin
	bcm_1268_1280_Frolova

