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РЕФЕРАт Белки человека SLURP-1 и SLURP-2, принадлежащие семейству Ly-6/uPAR, секретируются 
различными клетками, включая эпителиальные и иммунные. Эти белки действуют как ауто/паракринные 
гормоны, регулирующие рост и дифференцировку кератиноцитов, а также участвуют в контроле вос-
палительных процессов и злокачественной трансформации клеток. Предполагаемой мишенью SLURP-1 
и SLURP-2 являются никотиновые ацетилхолиновые рецепторы (нАХР) типа α7 и α3β2 соответственно. 
Детальные молекулярные механизмы, лежащие в основе действия SLURP-1 и SLURP-2, остаются в настоя-
щее время не охарактеризованными. SLURP-2 – один из наименее изученных белков семейства Ly-6/uPAR. 
В представленной работе разработаны система продукции SLURP-2 в клетках Escherichia coli и протокол 
ренатурации белка из цитоплазматических телец включения. Получены миллиграммовые количества ре-
комбинантного SLURP-2 и его 13С-15N-меченого аналога. Рекомбинантный белок охарактеризован методом 
ЯМР-спектроскопии, построена модель пространственной структуры SLURP-2. На клетках колоректаль-
ной аденокарциномы человека НТ-29, экспрессирующих нАХР только типа α7, проведено сравнительное 
исследование действия рекомбинантных белков SLURP-1 и SLURP-2. Показано, что SLURP-1 и SLURP-2 
оказывают антипролиферативный эффект, вызывая значительное снижение популяции клеток в течение 
48 ч, при этом методами флуоресцентной микроскопии не выявлено ни апоптотической, ни некротической 
гибели клеток. Полуэффективные концентрации (ЕС50) составили ~ 0.1 и 0.2 нМ для SLURP-1 и SLURP-2 
соответственно. Максимальный эффект (~ 54 и 63% живых клеток относительно контроля) наблюдали 
при концентрации SLURP-1 и SLURP-2, равной 1 мкМ. Полученные данные указывают на нАХР типа α7 
как на главный рецептор, ответственный за антипролиферативный эффект белков SLURP в эпителиаль-
ных клетках человека.
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА бактериальная экспрессия, никотиновый ацетилхолиновый рецептор, ренатурация, рак 
кишечника, Lynx.
СОКРАЩЕНИЯ вд-Lynx1 – водорастворимый домен Lynx1 человека; нАХР – никотиновый ацетилхолиновый 
рецептор. 

ВВЕДЕНИЕ
Никотиновый ацетилхолиновый рецептор (нАХР) – 
лигандозависимый ионный канал, обнаруженный 
как в центральной и периферической нервной си-
стеме, так и во многих других тканях человека, в том 

числе эпителии [1, 2]. Несколько лет назад у выс-
ших животных были обнаружены белки, принад-
лежащие семейству Ly-6/uPAr и модулирующие 
действие нАХР (Lynx1, Lynx2, Lypd6, SLurP-1, 
SLurP-2) [3–7]. Консервативное расположение 
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остатков cys (рис. 1), образующих дисульфидные 
связи, указывает на гомологию пространственной 
структуры белков Lynx и SLurP с трехпетельной 
структурой α-нейротоксинов из яда змей, высоко-
эффективных и специфичных ингибиторов нАХР 
[8]. 

Секретируемые белки SLurP-1 и SLurP-2 обна-
ружены во многих тканях человека, включая эпи-
телий и клетки иммунной и нервной системы [5, 
6, 9, 10]. Белки SLurP влияют на рост, миграцию 
и дифференцировку клеток эпителия, а также уча-
ствуют в контроле воспаления и опухолевого роста 
[6, 11, 12]. На линии кератиноцитов Het1A показано, 
что SLurP-1 обладает антипролиферативной ак-
тивностью и способствует апоптотической гибели 
клеток [11], в то же время SLurP-2 ускоряет рост 
кератиноцитов, замедляя их дифференцировку 
и ослабляя ответ на проапоптотические сигналы [6]. 
Кроме того, белки SLurP регулируют заживление 
ран на коже и слизистых оболочках [13] и прини-
мают участие в защите клеток кожи от онкогенной 
трансформации, вызванной нитрозаминами – про-
изводными никотина [14, 15]. Вероятно, SLurP-1 
и SLurP-2 играют роль ауто/паракринных регуля-
торов, а их эффекты опосредованы взаимодействием 
с нАХР, представленными на поверхности клеточ-
ной мембраны кератиноцитов и иммунных клеток [10, 
16]. Предполагаемой мишенью действия SLurP-1 
и SLurP-2 являются нАХР типа α7 и α3β2 соответ-
ственно [6, 11]. Недавно в клетках колоректальной 
аденокарциномы человека НТ-29 обнаружили экс-
прессию SLurP-1 и показали, что уровень эндоген-
ной продукции SLurP-1 в этих клетках значитель-
но снижается при обработке никотином [17]. В то же 
время клетки НТ-29 могут экспрессировать только 
рецепторы нАХР типа α7 [18].

В настоящее время структурно-функциональ-
ные свойства белков человека SLurP-1 и SLurP-2, 
а также механизм их действия изучены недоста-
точно. Основные проблемы в изучении SLurP-1 
и SLurP-2 связаны с невозможностью получить 
достаточное количество препаратов белков из при-
родных источников, а также со сложностью про-
дукции рекомбинантных белков с нативной после-
довательностью и пространственной структурой. 
Вследствие этого, большая часть опубликованных 
ранее результатов получена с использованием ги-
бридных конструкций, кодирующих не только белок 
SLurP, но и дополнительные полипептиды, которые 
могут значительно влиять на активность препара-
та. Например, SLurP-2 изучали с использованием 
слитой с белком SuMO конструкции (общая масса 
белка 22 кДа, из которых только ~ 8 кДа приходится 
на SLurP-2) [6].

В представленной работе впервые разработана 
эффективная система продукции белка SLurP-2 
в клетках E. coli в виде цитоплазматических телец 
включения и предложен протокол его ренатура-
ции. Полученный рекомбинантный аналог отлича-
ется от природного белка одним дополнительным 
остатком (n-концевой Met). Высокий выход (~ 5 мг 
ренатурированного белка c 1 л бактериальной куль-
туры) позволил получить миллиграммовые количе-
ства рекомбинантного белка и его 13c-15n-меченого 
варианта. Разработка подобной системы открывает 
новые перспективы в структурно-функциональных 
исследованиях SLurP-2. Так, нами показан значи-
тельный антипролиферативный эффект SLurP-1 
и SLurP-2 на клетки линии НТ-29. Это позволяет 
предположить, что главную роль в передаче сигналов 
к замедлению роста эпителиальных клеток под дей-
ствием белков SLurP играет нАХР типа α7.

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ

Клонирование и бактериальная продукция 
SLURP-2 
Ген slurp-2, кодирующий 75 аминокислотных остат-
ков белка SLurP-2 человека (рис. 1А), был скон-
струирован из синтетических перекрывающихся 
олигонуклеотидов с использованием ПЦР и с учетом 
частоты встречаемости кодонов в Escherichia coli 
(ЗАО «Евроген», Москва). Ген slurp-2 был клониро-
ван в экспрессионный вектор pet-22b(+) (novagen) 
по сайтам рестрикции ndeI и BamHI. Клетки E. coli 
штамма BL21(De3), трансформированные вектором 
pet-22b(+)/slurp-2 культивировали при 37°c на сре-
де ТВ (12 г бактотриптона, 24 г дрожжевого экс-
тракта, 4 мл глицерина, 2.3 г КН

2
PO

4
, 12.5 г K

2
HPO

4
 

на 1 л среды, рН 7.4) в ферментере Bioflow 3000 (new 
Brunswick Scientific) в условиях автоматического 
поддержания относительного содержания кислорода 
в системе не менее 30% от максимально достижимого. 
Экспрессию гена slurp-2 индуцировали добавлени-
ем изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) 
до конечной концентрации 0.05 мМ при оптической 
плотности клеточной культуры 1.0 о.е. После индук-
ции клетки культивировали в течение 8 ч. 

Для продукции 13С-15n-меченого аналога SLurP-2 
1 л клеточной культуры, предварительно выра-
щенной на среде ТВ в колбах до клеточной плот-
ности 1.0 о.е., центрифугировали в течение 20 мин 
при 1000 g. Клеточный осадок стерильно ресуспен-
дировали в 1 л минимальной среды М9 (6 г na

2
HPO

4
, 

3 г KH
2
PO

4
, 0.5 г nacl, 2 г nH

4
cl, 240 мг безводного 

MgSO
4
, 11 мг cacl

2
, 3 г глюкозы, 2 мг дрожжевого экс-

тракта, 200 мкл 5%-ного тиаминхлорида на 1 л среды, 
рН 7.4), содержащей в качестве источников глюкозы 
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и азота 13С-глюкозу и 15n-nH
4
cl (cIL) соответственно. 

Индукцию и дальнейшее выращивание проводили 
так же, как на среде ТВ.

Очистка и ренатурация рекомбинантного SLURP-2 
Тельца включения, содержащие SLurP-2, выде-
ляли и отмывали согласно протоколам, описанным 
ранее для SLurP-1 [19]. Отмытые тельца включе-
ния ресуспендировали в 30 мМ tрис-Hcl-буфере, 
pH 8.7, содержащем 8 М мочевины, 0.4 М сульфи-
та натрия, 0.15 М тетратионата натрия из расчета 
10 мл буфера на 1 г телец включения. Суспензию 
дезинтегрировали ультразвуком (Branson Digital 
Sonifier) при выходной мощности 50 Вт и 4°c в те-
чение 1 мин и оставляли на 8 ч при слабом пере-
мешивании. Затем суспензию центрифугировали 
при 36000 g и 4°c в течение 30 мин, супернатант 
разводили в 10 раз 2 М мочевиной. После этого 
препарат сульфитированного SLurP-2 наносили 
на колонку с DeAP-сферонит-ОН (совместная раз-
работка ГНИИ ОЧБ, Санкт-Петербург и ИБХ РАН), 
предварительно уравновешенную буфером А (30 
мМ tрис-HСl, pH 8.0). После нанесения белка колон-
ку последовательно промывали буфером А, буфе-
ром А с добавлением 1 М nacl, буфером А с добав-
лением 8 М мочевины. Сульфитированный SLurP-2 
элюировали буфером А с добавлением 8 М мочеви-
ны и 0.5 М nacl. Во фракции, содержащие SLurP-2, 
добавляли 1000-кратный (по отношению к белку) 
молярный избыток ДТТ. Восстановленный SLurP-2 
очищали с помощью ВЭЖХ (Jupiter С4, A300, 10 × 
250 мм, Phenomenex). SLurP-2 элюировали гра-
диентом ацетонитрила (20–45%) в течение 40 мин 
в присутствии 0.1% ТФУ. Препарат восстановлен-
ного SLurP-2 лиофилизовали и растворяли в бу-
фере для ренатурации, содержащем 50 мМ tрис-
Hcl, рН 9.0, 2 М мочевину, 0.5 M L-аргинин, 2 мМ 
GSH и 2 мМ GSSG, до конечной концентрации белка 
0.1 мг/мл. Ренатурацию проводили при 4°c в тече-
ние 3 сут. Анализ и очистку SLurP-2 после рена-
турации проводили с помощью ВЭЖХ (Jupiter С4, 
А300, 4.6 × 250 мм, Phenomenex). Ренатурированный 
препарат SLurP-2 лиофилизовали.

ЯМР-спектроскопия и моделирование структуры 
SLURP-2
ЯМР-спектры 13С-15n-меченого и немеченого 
SLurP-2 (концентрация образцов 0.5 мМ) получали 
при температуре 30оc на спектрометре AVAnce-700 
(Bruker). 

Для моделирования структуры SLurP-2 в каче-
стве шаблона использовали белок вд-Lynx1 (PDB 
2L03). Выравнивание аминокислотных последова-
тельностей было построено на веб-сервере clustal 

(www.clustal.org). Модель построена при помощи 
программы Modeller V8.2 [20]. 

Работа с клеточной линией НТ-29
Клетки колоректальной аденокарциномы НТ-29 
(НИИ Цитологии РАН, Санкт-Петербург) поддер-
живали в среде rPMI1640 (ООО «ПанЭко», Москва) 
с добавлением 5% эмбриональной бычьей сыворотки 
(Hyclone, thermo Fisher Scientific). Клетки поддер-
живали в гумидифицированной атмосфере (37°С, 5% 
СО

2
) и пересевали каждые 48 ч. 

За 16 ч до эксперимента клетки рассевали 
в 96-луночные культуральные планшеты из расче-
та 104 клеток на лунку. После адсорбции к клеткам 
добавляли препараты SLurP-1 и SLurP-2 (реком-
бинантный препарат SLurP-1 получен согласно 
протоколу, описанному в [19]). Все препараты раз-
водили в культуральной среде. Клетки инкубиро-
вали с препаратами SLurP-1 и SLurP-2 в течение 
48 ч. Пролиферацию клеток изучали с помощью ре-
агента WSt-1 (water soluble tetrazolium salt 1, Santa 
cruz). WSt-1 растворяли в 20 мМ HePeS (pH 7.4), 
реактив для транспорта электронов 1-m PMS (1-me-
thoxy-5-methylphenazinium methyl sulfate, Santa 
cruz) растворяли в деионизованной воде, после чего 
растворы смешивали и добавляли в лунки план-
шета из расчета 0.5 мМ WSt-1 и 20 мкМ 1-m PMS 
на лунку. После инкубации в течение 3 ч с WSt-1 
жизнеспособность клеток оценивали спектрофото-
метрически по поглощению при 450 нм с выравни-
ванием фона при 655 нм (спектрофотометр Biorad 
680, Biorad Laboratories). 

Флуоресцентная микроскопия
Морфологию ядер опухолевых клеток изучали с ис-
пользованием красителя Hoechst 33342 (Sigma). 
Некротическую гибель клеток определяли, окра-
шивая клетки йодидом пропидия (Sigma). Клетки 
обрабатывали так же, как и при исследовании про-
лиферации, но по истечении времени инкубации 
с препаратами SLurP-1 и SLurP-2 к клеткам до-
бавляли 1 мкМ красителя Hoechst 33342 и 0.5 мкМ 
йодида пропидия, после чего анализировали ядра 
с помощью микроскопа nikon eclipse tS100-f (nikon 
corp.) с использованием ×40 объектива.

РЕЗУЛЬтАтЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Бактериальная продукция и ренатурация 
SLURP-2 
Ранее на примере «слабого» токсина WtX из яда ко-
бры Naja kaouthia [21], водорастворимого домена бел-
ка человека Lynx1 (вд-Lynx1), модулирующего ра-
боту нАХР [22], и белка человека SLurP-1 [19] было 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 6  № 4 (23)  2014 | ActA nAturAe | 67

показано, что оптимальным способом получения ре-
комбинантных трехпетельных белков, содержащих 
пятую дисульфидную связь в первой петле (рис. 1А), 
является продукция в виде цитоплазматических 
телец включения с последующей ренатурацией. 
Рекомбинантный белок SLurP-2 также получили 
с применением этого подхода. Выход белка SLurP-2 
с восстановленными дисульфидными связями соста-
вил около 40 и 15 мг на 1 л бактериальной культуры 
на «богатой» (ТВ) и минимальной (М9) средах соот-
ветственно. Однако протоколы ренатурации, разра-
ботанные ранее для других трехпетельных белков 
[19, 21, 22], оказались малоэффективными для рена-
турации SLurP-2.

С целью оптимизации условий ренатурации 
SLurP-2 были опробованы различные концентра-
ции восстановленной (GSH) и окисленной (GSSG) 
форм глутатиона (4 : 1 мМ, 4 : 2 мМ, 2 : 2 мМ, 3 : 0.3 
мМ) и значения pH (7.0–9.0) ренатурирующего бу-
фера (рис. 2А,Б). При оптимальных условиях (см. 

«Экспериментальную часть») выход ренатуриро-
ванного SLurP-2 и его 13С-15n-меченого аналога 
составил 4.6 и 3 мг с 1 л бактериальной культуры 
соответственно. Гомогенность препарата ренатури-
рованного SLurP-2 была подтверждена с помощью 
электрофореза в ПААГ (рис. 2В), ВЭЖХ (рис. 2А) 
и масс-спектрометрии (рис. 2Г). Молекулярная 
масса рекомбинантного белка составила (8146 Дa), 
что с учетом ошибки эксперимента соответствует 
теоретически рассчитанной массе SLurP-2 (8145 
Дa) с пятью замкнутыми дисульфидными связями 
и дополнительным n-концевым остатком метиони-
на. Формирование дисульфидных связей также под-
тверждено с помощью реактива Элмана. 

ЯМР-спектры и моделирование структуры 
SLURP-2
Анализ корреляционного 2D 1H-15n-ЯМР-спектра 
рекомбинантного SLurP-2 (рис. 3А) подтвердил 
гомогенность и чистоту полученного препарата. 

Рис. 1. Сравнение структур трехпетельных белков семейства Ly-6/uPAR. а – сравнение аминокислотных после-
довательностей SLURP-1, SLURP-2, вд-Lynx1 человека, нейротоксина WTX из Naja kaouthia, нейротоксина II из N. 
oxiana и α-кобратоксина из N. kaouthia. Заряженные остатки и остатки Cys выделены цветом, дисульфидные 
связи показаны скобками. Фрагменты белков, образующие β-тяжи, подчеркнуты. Гомология аминокислотной 
последовательности между SLURP-2 и другими трехпетельными белками рассчитана в программе CLUSTAL W2. 
Б – сравнение модели структуры SLURP-2 c пространственной структурой SLURP-1 (Шенкарев и др. в печати, PDB 
2MUO) и вд-Lynx1 ([23] PDB 2L03)

SLURP-2

SLURP-1
вд-Lynx1
WTX
Нейротоксин II
α-кобратоксин

петля I

петля I

петля II  петля III

петля III

гомология
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SLURP-1SLURP-2 вд-Lynx1

а

Б
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Значительная дисперсия 1Hn-сигналов основной цепи 
(от 7 до 9.7 м.д.) указала на наличие β-структурных 
регионов в белке. В ЯМР-спектрах наблюдался один 
набор сигналов, что свидетельствует об отсутствии 
конформационной гетерогенности, обусловленной 
цис-транс-изомеризацией пептидных связей Xxx-
Pro. Этим белок SLurP-2 схож с вд-Lynx1, имею-
щим одну структурную форму в растворе [23], и от-
личается от SLurP-1, который в растворе находится 
в виде двух равно заселенных структурных форм, 
возникающих из-за «медленной» (по шкале ЯМР) 

изомеризации пептидной связи tyr39–Pro40 [19]. 
В этой связи следует отметить, что, согласно анали-
зу аминокислотной последовательности, SLurP-2 
имеет большую гомологию c вд-Lynx1, чем с бел-
ком SLurP-1 (32 и 29% соответственно, рис. 1А). 
Интересно, что белки Lynx1 и SLurP-2 человека 
являются продуктами альтернативного сплайсинга 
одного гена, находящегося на хромосоме 8.

На схожесть структуры SLurP-2 и вд-Lynx1 
указывает также присутствие в спектре ЯМР ха-
рактерного 1Hn-сигнала, смещенного в слабое поле 

Рис. 2. Анализ рекомбинантного препарата SLURP-2. а, Б – эффективность ренатурации SLURP-2 зависит от зна-
чения рН ренатурирующего буфера (а) и концентраций восстановленной (GSH) и окисленной (GSSG) форм глу-
татиона (Б). Звездочкой обозначен пик, соответствующий очищенному препарату ренатурированного SLURP-2. 
В – электрофоретический анализ SLURP-2, полученного из телец включения, после ренатурации и очистки с по-
мощью ВЭЖХ. Г – масс-спектрометрический анализ ренатурированного SLURP-2
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Рис. 3. Анализ рекомбинантного препарата SLURP-2 методом ЯМР-спектроскопии. а – 2D 1H-15N-HSQC-спектр 
0.5 мМ 13С-15N-меченого SLURP-2 (30оC, pH 5.0). Б – фрагменты 1D 1H-спектров немеченого SLURP-2 при pH 5.0 
и 3.2 
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(11.6 м.д.) (обведен кружком, рис. 3А). Согласно опу-
бликованной пространственной структуре вд-Lynx1 
[23], значительное смещение сигнала Hn-группы 
остатка Asn15 в слабое поле вызвано образованием 
водородной связи с боковой цепью His4. В струк-
туре SLurP-2 подобная водородная связь может 
быть образована боковой цепью His4 и Hn-группой 
основной цепи His14. При изменении значения рН 
препарата SLurP-2 от 5 до 3 значительно уменьша-
лась интенсивность сигналов в слабопольном реги-
оне (8.7–9.7 м.д.) 1H-спектра ЯМР с одновременным 
увеличением интенсивности сигналов в районе 8 м.д. 
(рис. 3Б). Это свидетельствовало о частичном раз-
рушении пространственной структуры белка, со-
провождаемом переходами отдельных фрагментов 
из β-структурной конформации в конформацию неу-
порядоченного клубка. Схожую pH-индуцированную 
денатурацию ранее наблюдали для вд-Lynx1, 
но не SLurP-1 (Шенкарев и др., неопубликованные 
данные).

Учитывая эти косвенные признаки сходства 
пространственной структуры, на основе извест-
ной структуры белка вд-Lynx1 была построена 
модель SLurP-2 (рис. 1Б). Эта модель демонстри-
рует характерную трехпетельную организацию 
и β-структурное ядро, образованное пятью тяжами, 
формирующими два антипараллельных β-листа.

Исследование активности препаратов SLURP-1 
и SLURP-2 на клеточной линии HT-29 
Инкубация клеток колоректальной аденокарциномы 
НТ-29 с препаратами SLurP-1 и SLurP-2 в кон-
центрации 1 мкМ в течение 48 ч приводила к значи-

тельному уменьшению количества клеток – до 54 ± 
2% и 63 ± 2% относительно контроля соответственно. 
Анализ морфологии ядер клеток с помощью флуо-
ресцентной микроскопии показал, что ни SLurP-1, 
ни SLurP-2 не вызывали апоптотической или не-
кротической гибели клеток НТ-29 (рис. 4). Так, 
уменьшение плотности клеток не сопровождалось 
изменением морфологии большинства клеточных 
ядер по сравнению с контролем, а окрашивание 
йодидом пропидия не выявило увеличения фрак-
ции некротизированных клеток (3 ± 1% в кон-
троле и в лунках, содержащих 1 мкМ SLurP-1 
и SLurP-2). Таким образом, наблюдаемые эффекты 
SLurP-1 и SLurP-2 связаны с замедлением про-
лиферации клеток Ht-29.

Сравнительный анализ с помощью теста WSt-1 
выявил, что SLurP-1 и SLurP-2 значительно ин-
гибируют рост опухолевых клеток НТ-29. Анализ 
кривой доза–эффект показал, что ингибирующий 
эффект SLurP-1 и SLurP-2 зависит от концентра-
ции белков (рис. 5). Полуэффективная концентра-
ция (ЕС50

) для SLurP-1 составила ~ 0.1 нМ и ~ 0.2 нМ 
для SLurP-2. Максимальный ингибирующий эф-
фект достигался при концентрации белков, равной 
примерно 1 мкМ (рис. 5).

Показано, что клетки НТ-29 содержат мРНК, ко-
дирующие только α4-, α5-, α7- и β1-субъединицы 
нАХР [18]. Так как из этого набора только α7-
субъединицы способны образовывать функ-
циональные рецепторы [1], предположили, что 
α7 – единственный рецептор семейства нАХР, пред-
ставленный в клетках НТ-29 [18]. Вероятно, именно 
этот рецептор участвует в регуляции высвобождения 

а Контроль Б SLURP-1 В SLURP-2

Рис. 4. Влияние препаратов SLURP-1 и SLURP-2 на морфологию ядер клеток колоректальной аденокарциномы 
НТ-29. а – клетки без добавления белков SLURP. Б, В – клетки в присутствии 1 мкМ SLURP-1 и 1 мкМ SLURP-2 
соответственно после инкубации в течение 48 ч. Ядра клеток прокрашены красителями Hoechst 33342 и йодидом 
пропидия. Масштаб линейки 10 мкм
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интерлейкина-8 клетками НТ-29 под воздействием 
никотина [18]. Основываясь на этих данных, мы мо-
жем предположить, что мишенью белков SLurP-1 
и SLurP-2 в клетках НТ-29 является нАХР α7-типа.

Ранее в  экспериментах по конкуренции 
с 3Н-никотином и 3Н-эпибатидином на кератиноцитах 
линии Het1A, которые, в отличие от Ht-29, экспрес-
сируют нАХР различных типов [24], было выдвину-
то предположение, что мишенью SLurP-1 является 
α7-нАХР, а SLurP-2 действует преимущественно 
на α3β2-нАХР [6, 11]. При этом SLurP-1 замедлял 
пролиферацию кератиноцитов [11], а SLurP-2 ее 
усиливал [6]. Таким образом, можно предположить, 
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Рис. 5. Влияние препаратов SLURP-1 и SLURP-2 на про-
лиферацию клеток колоректальной аденокарциномы 
НТ-29 по данным WST-1-теста. Приведены данные 
трех независимых экспериментов. Полученные данные 
(число живых клеток в % от контроля) аппроксимиро-
ваны уравнением Хилла (y = A1 + (100% – A1)/(1 + 
([SLURP]/EC

50
)nH). Рассчитанные параметры EC

50
, nH 

и A1 составили 0.11 ± 0.05 нМ, 0.4 ± 0.1 и 54 ± 2% 
для SLURP-1 и 0.19 ± 0.07 нМ, 0.5 ± 0.1 и 63 ± 2% 
для SLURP-2

что ингибирующий эффект SLurP-1 и SLurP-2, на-
блюдаемый на клетках Het1A и НТ-29, опосредован 
взаимодействием с α7-нАХР. Активирующий эф-
фект SLurP-2 на кератиноциты был, по-видимому, 
обусловлен его взаимодействием с α3β2-нАХР. 
Меньшая по сравнению со SLurP-1 антипролифе-
ративная активность SLurP-2 на клетках НТ-29 
связана, возможно, с меньшим сродством этого белка 
к α7-нАХР.

ВЫВОДЫ
В представленной работе разработана эффективная 
система продукции малоизученного белка челове-
ка SLurP-2, получены миллиграммовые количества 
рекомбинантного препарата и его 13С-15n-меченого 
аналога. Рекомбинантный SLurP-2 отличается 
от природного белка наличием дополнительного 
n-концевого остатка Met. Эта система открывает но-
вые возможности для проведения структурно-функ-
циональных исследований SLurP-2, в том числе 
с помощью методов сайт-направленного мутагенеза. 
Впервые охарактеризован антипролиферативный 
эффект белков SLurP-1 и SLurP-2 на линии клеток 
колоректальной аденокарциномы человека НТ-29, 
выдвинуто предположение, что этот эффект опосре-
дован взаимодействием с нАХР типа α7. Полученные 
данные позволяют по-новому взглянуть на роль ни-
котинового ацетилхолинового рецептора и его от-
дельных подтипов в регуляции роста эпителиальных 
клеток. 

Разработка системы рекомбинантной продукции 
SLURP-2, получение рекомбинантного препарата 

SLURP-2 и структурно-функциональные 
исследования SLURP-2 выполнены при финансовой 

поддержке РНФ (соглашение № 14-14-00255). 
Продукция рекомбинантного препарата SLURP-1 

и его функциональные исследования выполнены 
при поддержке РАН (программа «Молекулярная 

и клеточная биология») и РФФИ (грант  
№ 12-04-01639-а).
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