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АНОНСЫ
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В обзоре обобщены данные, которые касаются обширного класса 
белков, имеющих кластеры доменов цинковых пальцев С2Н2-
типа (С2Н2-белки). Отличительными особенностями С2Н2-
белков являются специфичное и  эффективное связывание 
с уникальными длинными последовательностями ДНК и быстрое 
распространение в процессе эволюции в пределах таксонов. 

Модель специфичного связывания С2Н2-
доменов с ДНК 

Моделирование структуры и скрининг 
ингибиторов тирозил-ДНК-фосфодиэстеразы 1 
человека
И. В. Гущина, Д. К. Нилов, А. Л. Захаренко, О. И. Лаврик, В. К. Швядас
Фермент репарации тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1 (Tdp1) является потенци-
альной молекулярной мишенью для противоопухолевой терапии. С использова-
нием методов квантовой и молекулярной механики создана модель Tdp1 человека, 
учитывающая ионизационные состояния аминокислотных остатков активного цен-
тра и их взаимодействие с субстратом и конкурентными ингибиторами. При по-
мощи разработанной молекулярной модели обнаружены новые ингибиторы Tdp1.

Сравнение кандидатных вакцин нового 
поколения против ортопоксвирусных 
инфекций человека
Р. А. Максютов, С. Н. Якубицкий, И. В. Колосова, С. Н. Щелкунов
Отсутствие у населения противооспенного иммунитета, участившиеся 
случаи поражения человека ортопоксвирусами и увеличивающиеся риски 
применения вируса натуральной оспы в качестве агента биотерроризма 
требуют разработки современных безопасных вакцин против ортопоксви-
русных инфекций. Предложены схемы иммунизации, которые могут быть 
использованы для разработки стратегии безопасной вакцинации против 
натуральной оспы и других ортопоксвирусных инфекций человека. 

Динамика гибели мышей, имму-
низированных ДНК- вакциной, 
штаммами VACΔ6 и LIVP VACV, 
после заражения ECTV

Субстратсвязывающая 
бороздка в модели Tdp1 
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Р. У. Островская, С. С. Ягубова, Т. А. Гудашева, С. Б. Середенин 
Изучено действие соединения ГК-2, оригинального димерного аналога NGF, на мы-
шей C57Bl/6 со стрептозотоциновым диабетом типа 2. Перспективность фарма-
кологической разработки ГК-2 обусловлена сочетанием его антидиабетического 
эффекта с положительным воздействием на когнитивные функции и антидепрес-
сивные свойства, а также сохранением активности при пероральном введении.

Показатели депрессив-
но-подобного состояния 
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ОБЗОРЫ

ВВЕДЕНИЕ
ДНК, РНК и поли(АDP-рибоза) (PAR) – три важней-
ших нуклеиновых кислоты клетки, функциониро-
вание которых тесно сопряжено и осуществляется 
при участии специализированных белков-посредни-
ков. Некоторые из ДНК-, РНК- и PAR-связывающих 
белков способны взаимодействовать сразу с несколь-
кими типами полимеров. Как правило, такие белки 
содержат функционально неупорядоченные элемен-
ты, позволяющие им подстраиваться под структуру 
определенного лиганда. В настоящем обзоре мы по-
старались обобщить современные представления 
о взаимосвязях трех нуклеиновых кислот, реали-
зуемых с участием мультифункциональных белков 
клетки. В качестве одного из примеров таких белков 
рассмотрен Y-бокс-связывающий белок 1 (YB-1).

ИНТЕРФЕРЕНЦИЯ ТРАНСКРИПЦИИ И РЕПАРАЦИИ ДНК 
Сопряженность систем репарации ДНК и метаболиз-
ма РНК в клетке наглядно показывает процесс эксци-
зионной репарации оснований ДНК (BER), поскольку 
многие участники этого пути исправления повреж-
дений ДНК, включая белки APE1, SMUG1 и PARP1, 
вовлечены также в метаболизм РНК [1]. Очевидно, 
что транскрипционные факторы могут принимать 
опосредованное участие в репарации ДНК, контро-
лируя экспрессию генов ферментов репарации [2]. 
Однако возможно и обратное: некоторые факторы ре-
парации ДНК способны действовать как коактивато-
ры транскрипции [3]. Например, вовлеченная в BER 
тимин-ДНК-гликозилаза (TDG) может стимулировать 
транскрипцию некоторых генов, привлекая коактива-
торы [4]. Этот фермент осуществляет динамическое 

УДК 577.213.3
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РЕФЕРАТ РНК-связывающие белки (RBP) регулируют метаболизм РНК на всех его этапах – от биосинтеза 
до деградации. Взаимодействуя с РНК, RBP участвуют также в поддержании стабильности генома на раз-
личных уровнях – от предотвращения повреждений в ДНК до посттранскрипционной координации экс-
прессии генов. Недавно было показано непосредственное участие RBP в репарации (исправлении повреж-
дений) ДНК, что представляет особый интерес, поскольку в большинстве случаев этот процесс происходит 
без участия РНК. У высших организмов вблизи повреждения ДНК синтезируется РНК-подобный ядерный 
полимер – поли(АDP-рибоза) (PAR). Сходство с нуклеиновой кислотой позволяет PAR привлекать к месту 
повреждения ДНК- и РНК-связывающие белки. Предполагается, что поли(АDP-рибоза) и RBP способны 
не только модулировать активность ферментов репарации ДНК, но и играть важную структурную роль 
в создании временного «репарационного компартмента» в клетке. Сходный процесс «фильтрации» молекул 
происходит в цитоплазме при образовании ансамблей функционально связанных РНК и мультиспеци-
фичных RBP. Главный компонент цитоплазматических РНК-ансамблей – Y-бокс-связывающий белок 1 
(YB-1) – является классическим РНК-связывающим белком, который рассматривается как неканониче-
ский фактор репарации ДНК.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА репарация ДНК, поли(АDP-рибоза), РНК-связывающие белки, функционально неупо-
рядоченные белки, Y-бокс-связывающий белок 1.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ BER – эксцизионная репарация оснований ДНК; IDP – функционально неупорядо-
ченный белок; IDPR – функционально неупорядоченный участок белка; LCD – домен низкой сложности; 
PAR – поли(АDP-рибоза); PTM – посттрансляционная модификация белка; RBD – РНК-связывающий до-
мен; RBP – РНК-связывающий белок; RNP – рибонуклеопротеиновый комплекс.
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деметилирование ДНК в промоторах молчащих генов 
и генов, включающихся на конкретном этапе разви-
тия, а также в энхансерах активных генов для быстро-
го транскрипционного ответа [5, 6]. 

Как  правило, репарация и  транскрипция ДНК 
не происходят одновременно, по крайней мере, это 
справедливо для  постоянно экспрессируемых ге-
нов домашнего хозяйства. Некоторые объемные по-
вреждения, блокируя движение РНК-полимеразы 
II, индуцируют систему эксцизионной репарации ну-
клеотидов (NER) (этот путь репарации называется 
репарацией, сопряженной с транскрипцией, или TC-
NER) [7]. Мутагенный потенциал других поврежде-
ний ДНК минимизируется за счет ингибирования 
транскрипции вблизи повреждения – например, по-
давление экспрессии генов наблюдается в процессе 
репарации окислительных повреждений ДНК систе-
мой BER [8]. 

Для  активации экспрессии генов, связанных 
с развитием, и генов, экспрессия которых индуци-
руется внешним воздействием, напротив, требуется 
временное повреждение ДНК в промоторе, которое 
необходимо репарировать [3]. Важным механиз-
мом регуляции экспрессии таких генов служат па-
узы транскрипции, вызванные остановкой РНК-
полимеразы II в проксимальной области промотора 
[9]. При этом происходит инициация транскрипции, 
но  элонгация останавливается на  ранних этапах 
[10]. Для снятия «паузирования» РНК-полимеразы 
и элонгации транскрипции служат белки репара-
ции ДНК и факторы ремоделирования хроматина. 
Например, эстрогеновый рецептор активизирует 
лизин-специфичную деметилазу 1 (LSD1), демети-
лирующую гистон H3. В ходе этого окислительного 
процесса образуется пероксид водорода, превра-
щающий близко расположенные гуанины в  ДНК 
в 8-оксогуанин (8-oxoG) [11]. При репарации 8-oxoG 
ДНК-гликозилазами формируются одноцепочеч-
ные разрывы ДНК, на которых начинают действо-
вать ДНК-эндонуклеазы, в том числе топоизомера-
за TopoIIβ [12]. При экспрессии протяженных генов 
TopoII вносит разрывы в молекулу ДНК не толь-
ко в промоторах, но и в кодирующих участках ге-
нов, поддерживая элонгацию транскрипции [13]. 
Показано, что ингибирование топоизомераз снижа-
ет экспрессию протяженных генов у дрожжей [14, 
15]. Считается, что образующиеся двухцепочечные 
разрывы релаксируют ДНК и  способствуют при-
влечению сенсоров повреждений и факторов репа-
рации (таких, как PARP1 и ДНК-протеинкиназы), 
что приводит к формированию оптимальной для ак-
тивации транскрипции архитектуры хроматина [12]. 
Так, у человека разрывы ДНК и соответствующая им 
передача сигнала о повреждении ДНК необходимы 

для снятия паузы для РНК-полимеразы II с после-
дующей элонгацией транскрипции генов, экспрессия 
которых индуцируется внешним воздействием [16]. 
Среди факторов ремоделирования хроматина, регу-
лирующих паузы РНК-полимеразы II, идентифици-
рован фермент поли(АDP-рибозо) (PAR) полимераза 
1 (PARP1). Считается, что PARP1 способствует элон-
гации транскрипции за счет PAR-опосредованной 
разборки нуклеосом [17]. Однако индуцируемый раз-
рывами ДНК процесс поли(АDP-рибоз)илирования 
вблизи промоторов генов необходим, вероятно, также 
для привлечения РНК-связывающих белков, важ-
ных для посадки РНК-полимеразы II.

Интересно, что для активации репарации может 
использоваться образование РНК-транскрипта 
в сайте повреждения ДНК. Показано, что спонтанно 
возникающие двухцепочечные разрывы ДНК инду-
цируют эктопическую транскрипцию, в результате 
которой синтезируются короткие некодирующие 
РНК (DSB-induced small RNAs, diRNAs) размером 
~21 нуклеотид [18]. Предполагается, что  diRNAs 
привлекают ферменты репарации двухцепочечных 
разрывов ДНК к сайтам повреждений, тем самым 
способствуя репарации [18]. Более того, недавно по-
явились данные, указывающие на  возможность 
поли(АDP-рибоз)илирования ферментами PARP1 
и PARP2 концов разрывов ДНК [19]. Не исключено, 
что этот процесс может вносить вклад как в ремоде-
лирование хроматина, так и в репарацию ДНК [19].

Наконец, некоторые факторы транскрипции спо-
собны напрямую участвовать в репарации ДНК [20]. 
Предполагается, что в основе этого феномена лежит 
способность факторов транскрипции индуцировать 
локальную перестройку хроматина, стимулируя 
репарацию вблизи распознаваемых ими последова-
тельностей в ДНК [21]. 

Таким образом, факторы транскрипции способны 
обеспечивать дополнительный уровень стабильно-
сти генома. В разных тканях организма преобладают 
разные источники повреждений ДНК: высокий уро-
вень метаболизма кислорода в нейронах приводит 
к образованию большого количества окислительных 
повреждений в ДНК, в то время как в клетках кожи 
повышен уровень повреждений ДНК, индуцирован-
ных УФ-светом [20]. Поскольку факторы транскрип-
ции регулируются внеклеточными воздействиями 
и стресс-зависимыми сигнальными системами, они 
могут способствовать дополнительной защите ДНК 
клеток определенного типа [20]. В клетках, ввиду ге-
терогенности репарации в геноме (существует гра-
диент эффективности репарации транскрибируемой 
цепи ДНК, при этом репарация вблизи 5’-конца идет 
быстрее, а к 3’-концу замедляется), факторы транс-
крипции способны обеспечивать дополнительный 
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уровень защиты целостности ДНК ключевых про-
моторных и энхансерных элементов регулируемых 
ими генов [22].

«РНК-ОПЕРОНЫ» ЭУКАРИОТ
В 1961 г. Ф. Жакоб и Ж. Моно предложили модель 
оперона, согласно которой в геноме бактерий гены 
функционально взаимосвязанных структурных бел-
ков расположены последовательно в одном участке 
ДНК. Согласованная экспрессия этих генов приводит 
к синтезу полицистронной мРНК, при трансляции 
которой все компоненты мультибелкового ансамбля 
образуются одновременно и в непосредственной бли-
зости друг от друга, что способствует быстрой сборке 
функциональных структур. Позже анализ рибосом-
ного профиля экспрессии генов в геноме Escherichia 
coli подтвердил эту гипотезу, показав, что компо-
ненты функциональных ансамблей синтезируются 
в точном соотношении согласно стехиометрии фи-
нального комплекса [23]. 

В геномах эукариот ДНК-опероны встречаются 
редко, и мРНК по большей части моноцистронны. 
Отказ от ДНК-оперонов у высших организмов мо-
жет быть связан как с полярным эффектом нонсенс-
мутаций, так и со сложностью регуляции синтеза 
мультифункциональных белков, содержание кото-
рых в протеомах эукариот значительно выше, чем 
у прокариот [24]. Поэтому координация экспрессии 
генов у эукариот частично осуществляется на пост-
транскрипционном уровне, когда мРНК, кодирующие 
функционально сопряженные белки, объединяют-
ся в РНК-опероны (рис. 1), тем самым приобретая 
схожую организацию и направленность [25]. Главной 
структурно-функциональной единицей этого про-
цесса являются многочисленные РНК-связывающие 
белки (RBP), которые распознают мотивы РНК 
и формируют рибонуклеопротеиновые (RNP) ком-
плексы [26]. RNP-комплексы являются структур-
ным выражением РНК-оперонов, позволяя функци-
онально сопряженным белкам, кодируемым разными 
мРНК, транслироваться синхронно в пределах одного 
цитоплазматического локуса [27]. Функционирование 
RNP-комплексов как независимых от окружения ди-
намических компартментов клетки обеспечивается 
по механизму так называемого «разделения жидко-
стей» (liquid demixing) [28–37], ключевую роль в ко-
торых играют неупорядоченные последовательности 
РНК-связывающих белков.

НОВЫЕ ФУНКЦИИ РНК-СВЯЗЫВАЮЩИХ БЕЛКОВ 
В ОТВЕТЕ КЛЕТКИ НА ПОВРЕЖДЕНИЕ ДНК
В современных работах РНК-связывающие белки 
рассматриваются как важнейшие участники поддер-
жания стабильности генома [38]. 

Наличие в  ДНК повреждений приводит к  по-
давлению экспрессии генов на  разных уровнях. 
На самом первом уровне происходят ингибирова-
ние транскрипции и репрессия процессинга 3’-кон-
цов пре-мРНК [39, 40]. Далее снижение экспрессии 
функциональных продуктов многих генов осущест-
вляется в результате переключения альтернатив-
ного сплайсинга пре-мРНК этих генов на варианты, 
содержащие преждевременные стоп-кодоны, и сле-
довательно, подверженные нонсенс-опосредованной 
деградации мРНК [41, 42]. Наконец, повреждение 
ДНК приводит к уменьшению стабильности многих 
мРНК [43] и ингибированию трансляции [44, 45]. 

Однако, несмотря на  общее снижение уровня 
экспрессии, существуют специальные механиз-
мы, обеспечивающие достаточную экспрессию ге-
нов, продукты которых вовлечены в ответ клетки 
на повреждение ДНК. Так, репрессия трансляции 
при повреждении ДНК может не распространять-
ся на мРНК, кодирующие белки-участники ответа 
на повреждение [46]. В соответствии с моделью РНК-
оперонов мРНК, которые кодируют функционально 
связанные белки, регулируются сопряженно на пост-
транскрипционном уровне. Таким образом, отдельно 
взятый RBP может контролировать экспрессию це-
лого ряда генов ответа на повреждение ДНК, как это 
происходит с белком HuR [47–49]. 

РНК-связывающие белки могут регулировать 
транскрипцию и ремоделирование хроматина и спо-
собны напрямую участвовать в репарации ДНК [50, 
51]. При этом RBP локализуются вблизи сайтов по-
вреждений ДНК [52–54], что может быть опосредо-
вано их связыванием с короткими некодирующими 
РНК (ncРНК), которые синтезируются на поврежде-
ниях [18, 50, 55], или осуществляться по механизму, 
независимому от РНК.

Транскрипция генов с высоким уровнем экспрес-
сии или очень протяженных иногда продолжается 
в S-фазе клеточного цикла [56], при этом могут фор-
мироваться РНК-ДНК-гибриды (R-петли), которые 
служат причиной большого количества повреждений 
ДНК эндогенной природы [57]. Образование R-петель 
предотвращается, в  первую очередь, благодаря 
упаковке РНК-связывающими белками пре-мРНК 
в процессе ее синтеза [58, 59].

Важнейшую роль в  ответе клетки на  повреж-
дение ДНК играет передача сигнала посредством 
посттрансляционных модификаций (PTM) белков. 
RBP представляют основную категорию белков, 
фосфорилирование [60, 61] и поли(АDP-рибоз)или-
рование [62] которых регулируются повреждением 
ДНК. Генотоксический стресс приводит также к по-
вышению уровня ацетилирования некоторых РНК-
связывающих белков [63].



ОБЗОРЫ

 ТОМ 9  № 2 (33)  2017 | ACTA NATURAE | 7

Наконец, повреждение ДНК индуцирует вну-
триклеточную релокализацию РНК-связывающих 
белков из цитоплазмы в ядро и наоборот [64, 65], 
что может быть важным для координации регуля-
ции метаболизма РНК и репарации ДНК мульти-
функциональными RBP.

РНК-СВЯЗЫВАЮЩИЕ БЕЛКИ: МОДУЛЬНОЕ 
СТРОЕНИЕ
Большая часть РНК-клетки ассоциирована с РНК-
связывающими белками в форме RNP-комплексов, 
нарушения в  формировании которых приводят 
к различным заболеваниям [66, 67]. Взаимодействие 
с RBP необходимо для регуляции метаболизма РНК 
на всех этапах – от биогенеза до деградации, и РНК-
связывающие белки выполняют ключевые функции 
в таких процессах, как сплайсинг пре-мРНК [68], 
полиаденилирование [69], экспорт в  цитоплазму 
и трансляция. Также RBP участвуют в процессинге 
некодирующих РНК – микроРНК (miРНК), цикли-
ческих РНК (circРНК), длинных некодирующих РНК 
(lncРНК) [70–72]. Таким образом, РНК-связывающие 
белки являются важнейшими посттранскрипцион-
ными регуляторами генов.

На настоящий момент идентифицировано порядка 
1500 RBP [73, 74]. Большинство из них имеют модуль-
ное строение, при котором разнообразие распознава-

емых последовательностей РНК достигается за счет 
различных комбинаций всего нескольких основных 
РНК-связывающих доменов (RBD) [75]. Отдельные 
RBD связывают, как правило, короткие последова-
тельности и обладают слабым сродством к РНК, однако, 
организация поверхности взаимодействия из множе-
ственных модулей позволяет достичь высокой аффин-
ности и специфичности к РНК-мишени. Использование 
суперпозиции из слабых взаимодействий делает бо-
лее простой регуляцию сборки и  разборки RNP-
комплексов, которая может осуществляться посред-
ством РНК-подобного полимера поли(АDP-рибозы) 
[76, 77]. Причем, благодаря модульной структуре РНК-
связывающих белков, становится возможным рас-
познавание последовательностей, принадлежащих 
разным молекулам РНК [75]. Замечательный пример 
достижения специфичного связывания с  мишенью 
за счет тандемных RBD представляют белки семей-
ства Pumilio (Puf), у которых боковые радикалы трех 
аминокислотных остатков каждого из восьми доме-
нов образуют контакты с отдельным основанием РНК 
[78]. Этот «код» распознавания РНК может быть ис-
пользован для конструирования белков, обладающих 
нужной специфичностью [79]. RBD, например, РНК-
распознающий мотив (RRM), в некоторых случаях мо-
гут служить для взаимодействия РНК-связывающего 
белка с другими белками [80].

Рис. 1. «РНК-
опероны» эукари-
отических клеток 
(схема). 1 – ядро 
клетки; 2 – пре-
мРНК; 3 – РНК-
связывающие белки; 
4 – цитоплазмати-
ческие RNP-гранулы 
(«РНК-опероны»); 
5 – рибосома. 
Схема иллюстриру-
ет формирование 
и функционирование 
цитоплазматических 
комплексов функ-
ционально связан-
ных мРНК и RBP 
(«РНК-оперонов»), 
обеспечивающие 
локализованную 
в месте и времени 
трансляцию белко-
вых компонентов 
надмолекулярных 
ансамблей

РНК1

РНК1

РНК2

РНК2

РНК3

РНК3

белок 1

белок 2

белок 3

ДНК

«РНК-оперон»
1. Транскрипция

2. Связывание RBPs  
с их РНК-мишенями

3. «Конденсация» 
РНК-гранул. Выход  
в цитоплазму

4. Разборка. Синхронная трансляция 
функционально связанных РНК в преде-
лах одного цитоплазматического локуса

5. Функционирование белков 
в одной биохимической цепи
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Недавно было обнаружено, что, помимо классиче-
ских RBD, важнейшую роль в распознавании РНК-
белками играют неупорядоченные последователь-
ности (IDPR), которых в РНК-связывающих белках 
существенно больше, чем в среднем по протеому [81]. 
Так, около 20% белков млекопитающих, идентифици-
рованных как RBP, неупорядочены более чем на 80% 
[82]. Как и классические RBD, участки с неупоря-
доченной структурой в РНК-связывающих белках 
организованы в виде модулей, повторяющихся не-
случайным образом в пределах аминокислотной по-
следовательности, и в некоторых случаях могут ком-
бинироваться с глобулярными доменами [82]. Следует 
отметить, что возникновение неупорядоченных по-
следовательностей в RBP коррелирует с повышением 
сложности транскриптома в эволюции [83].

«ТАНЦУЮЩИЕ» БЕЛКИ, ХАМЕЛЕОНЫ, 4D 
И «БЕЛКОВЫЕ ОБЛАКА» 
Эти термины [84–87], появившиеся, чтобы охарак-
теризовать биологически активные белки, не имею-
щие определенной 3D-структуры, отражают основ-
ные особенности функционально неупорядоченных 
белков (intrinsically disordered proteins, IDP) и ча-
стей белков (intrinsically disordered protein regions, 
IDPR) – их высокую пластичность и динамику [88]. 
Поскольку 3D-структура белка формируется за счет 
различных нековалентных взаимодействий – водо-
родных связей, гидрофобных взаимодействий, сил 
Ван-дер-Ваальса и др., функциональная неупоря-
доченность IDP, как и уникальная структура глобу-
лярных белков, закодирована в их аминокислотной 
последовательности. Наличие большого числа не-
скомпенсированных заряженных групп в совокуп-
ности с  пониженным содержанием гидрофобных 
аминокислотных остатков, как правило, приводит 
к отсутствию стабильной структуры белка в физио-
логических условиях [89]. В частности, в первичной 
структуре IDP и IDPR преобладают остатки Pro, 
Arg, Gly, Gln, Ser, Glu, Lys и Ala и уменьшено коли-
чество Cys, Trp, Tyr, Phe, Ile, Leu, Val и Asn [90]. 

Функционально неупорядоченные белки частично 
приобретают определенную 3D-структуру при из-
менении условий среды или при связывании с ли-
гандом [91]. Так, их фолдингу способствуют: повы-
шение температуры, усиливающее гидрофобные 
взаимодействия [92]; изменение pH, уменьшающее 
суммарный заряд белка [92]; а также наличие ионов, 
нейтрализующих электростатическое отталкивание 
между кластерами одноименно заряженных амино-
кислотных остатков [93, 94]. Внутри клетки функцио-
нально неупорядоченные белки приобретают опреде-
ленную структуру при связывании со специфичными 
мишенями и лигандами – небольшими молекулами, 

кофакторами, другими белками, нуклеиновыми кис-
лотами, мембранами и т.д. [91, 95]. 

Функции многих белков, особенно IDP, модули-
руются посредством посттрансляционных модифи-
каций (PTM), разнообразие которых в физиологиче-
ских условиях достигает 300 [96]. При том, что ДНК 
кодирует всего 20 аминокислот, разнообразие ами-
нокислотных остатков в белках, благодаря PTM, пре-
вышает 140 [97]. Модификация белков посредством 
PTM осуществляется преимущественно в неупоря-
доченных участках последовательности [98, 99]. 

IDP и  белки, содержащие IDPR, по-видимому, 
играют центральную роль в интерактомах [100]. Так, 
у высших эукариот около 30–40% белков содержат 
протяженные IDPR [101], причем неупорядоченные 
белки выполняют ключевые функции в транскрип-
ции и клеточных сигнальных каскадах [102]. В 2005 г. 
впервые предположили, что хабы (узловые белки 
интерактомов) могут быть обогащены IDPR [103]. 
Многочисленные исследования позволили разде-
лить хабы на две основные категории – стабильные 
и временные [104, 105], первые из которых формиру-
ют модули – функциональные комплексы с высокой 
степенью взаимосвязанности белковых компонентов 
(например, система инициации транскрипции), а вто-
рые обеспечивают взаимодействия модулей между 
собой [106]. Оказалось, что IDPR широко представ-
лены только во второй категории хабов [107], сле-
довательно, роль функционально неупорядоченных 
белков в интерактоме заключается именно в коорди-
нации различных клеточных процессов [100]. 

В клетке существует множество способов функ-
ционирования неупорядоченных белков. IDPR во-
влечены в автоингибирование ферментов, при этом 
переход между упорядоченным и неупорядоченным 
состоянием отдельных доменов белка действует 
как переключатель, активируя или ингибируя фер-
мент [108]. Такой механизм, в частности, исполь-
зуется в репарации ДНК для активации фермента 
PARP1 и передачи сигнала о повреждении в ДНК 
[109]. Другим интересным примером использования 
IDPR служит вовлечение IDPR-содержащих бел-
ков в системы контроля качества белков, при этом 
переход белковых шаперонов от  упорядоченного 
к неупорядоченному состоянию является стресс-
индуцируемым [110]. Считается, что IDP способны 
действовать как «молекулярные щиты», стериче-
ски ингибируя образование агрегатов других не-
упорядоченных белков в  условиях стресса [111]. 
Функционально неупорядоченные элементы в бел-
ках (IDPR) также используются для  регуляции 
тканеспецифичных сетей взаимодействий белков 
на  уровне транскрипции. В  работах Buljan и  со-
авт. [112] и Ellis и соавт. [113] показано, что высо-
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кое содержание IDPR в белках обусловлено тка-
неспецифичными экзонами, остающимися после 
альтернативного сплайсинга [112]. Аналогично, тка-
неспецифичные экзоны кодируют существенную 
часть белковых сегментов, содержащих сайты PTM, 
и мотивы, служащие для связывания белков-пар-
тнеров [112]. Интересно, что белки, транслируемые 
с мРНК, обогащенных тканеспецифичными экзо-
нами, занимают центральные позиции в интерак-
томах, взаимодействуя с различными партнерами 
в соответствующих тканях [112].

Наличие неконсервативных IDPR в  структуре 
ранних ферментов эксцизионной репарации ДНК 
млекопитающих является уникальной особенностью, 
отсутствующей у их гомологов из низших организ-
мов [114]. IDPR ферментов репарации вовлечены 
в распознавание повреждений ДНК, взаимодействие 
с белковыми партнерами; они действуют как преиму-
щественные акцепторы PTM, регулирующими ста-
бильность, ферментативную и ДНК-связывающую 
активности, внутриклеточную локализацию бел-
ков репарации, а также дают высшим организмам 
преимущество в размерах белков, освобождая про-
странство для динамики биомолекул внутри клетки 
[115–119].

Наконец, важнейшую роль IDP и IDPR играют 
в формировании динамических макромолекулярных 
структур клетки, в том числе RNP-гранул и ком-
плексов репарации ДНК. 

ФАЗОВЫЕ ПЕРЕХОДЫ БИОМОЛЕКУЛ
Согласно современным представлениям, подробно из-
ложенным в работах [29, 30, 33–35, 37], разобщение 
биохимических процессов в клетке осуществляет-
ся посредством так называемых фазовых переходов 
(phase transitions) биомолекул (рис. 2). В соответствии 
с этой парадигмой образование немембранных ком-
партментов клетки имеет сходные черты с форми-
рованием капель дисперсной фазы при расслоении 
эмульсии двух жидкостей, обладающих различными 
свойствами [28–30, 120–122]. Ключевая роль в фазо-
вых переходах принадлежит функционально неупо-
рядоченным белкам [31], структурная пластичность 
которых позволяет им, приобретая различные кон-
формации, вступать во множественные гомо- и гете-
рогенные взаимодействия [32]. Многие IDP содержат 
домены низкой сложности (LCD), имеющие тенден-
цию к энергетически выгодной агрегации с образо-
ванием мультимеров белков [33]. В результате «рас-
слоения» внутриклеточной плазмы (liquid demixing) 
и отделения «дисперсной фазы» белки и взаимодей-
ствующие с ними лиганды оказываются в окруже-
нии, отличном от среды за пределами компартмента, 
что способствует локальному повышению концентра-
ций реагирующих молекул и эффективному протека-
нию специфических биохимических реакций [34].

Образование RNP-комплексов является одним 
из важнейших примеров немембранной компартмен-
тализации посредством фазовых переходов мРНК 

Рис. 2. Фазовые переходы биомолекул. 1 – функциональные немембранные органеллы; 2 – патологические 
амилоидные агрегаты белков. Биомолекулы претерпевают фазовые переходы подобно воде. В состоянии 
«газа» биомолекулы распределены в плазме клетки, не взаимодействуя друг с другом. При повышении ло-
кальной концентрации мультивалентных и функционально неупорядоченных белков происходит «расслоение» 
(liquid demixing) внутриклеточной плазмы с формированием немембранной органеллы, по поведению сходной 
с каплей жидкости [30–32]. Функционирование динамической немембранной органеллы реализуется за счет 
множественных слабых взаимодействий образующих ее биомолекул. Стабилизация связей биомолекул с пере-
ходом в «твердую фазу» приводит к формированию нефункциональных амилоидных агрегатов белков и может 
наблюдаться при патологических состояниях, таких, как болезнь Альцгеймера [35]

мультивалентность, функциональная неупорядоченность
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и  соответствующих им IDPR-содержащих РНК-
связывающих белков [27]. Присутствие РНК в этих 
комплексах необходимо для сохранения их «раство-
римости» [35, 36], что, по-видимому, важно для по-
следующей трансляции [27]. Однако фазовые пере-
ходы могут осуществляться и независимо от РНК, 
только с участием белков – как, например, при фор-
мировании центросом (точек нуклеации сборки ми-
кротрубочек) [123]. Согласно Altmeyer и соавт., сбор-
ка мультибелковых комплексов репарации вблизи 
повреждений ДНК может происходить по механиз-
му фазового разделения, при котором формирование 
«репаросомного» компартмента способствует также 
удержанию в  непосредственной близости концов 
разрыва ДНК, одновременно защищая их от гидро-
лиза нуклеазами [124, 125].

Фазовый переход белков и нуклеиновых кислот 
с образованием динамических ансамблей может ини-
циироваться локальным повышением концентрации 
компонентов с последующей самоассоциацией [126] 
и происходить в ответ на изменения физических па-
раметров микроокружения, таких, как pH, ионная 
сила или температура [127]. Кроме того, некоторые 
биомолекулы способны выступать в качестве «ядер» 
нуклеации сборки мультибелковых комплексов с по-
следующим локальным расслоением внутриклеточ-

ной плазмы на две жидкие фазы с различными свой-
ствами [37]. 

Предпочтительными субстратами для нуклеации 
фазовых переходов являются одноцепочечные ну-
клеиновые кислоты – РНК [27, 128] и одноцепочеч-
ная ДНК (оцДНК) [129]. Оба полимера обладают боль-
шей структурной гибкостью, чем двухцепочечная 
ДНК, и их общие свойства – отрицательный заряд 
и относительно низкая сложность в силу строения 
из ограниченного набора уникальных блоков [33] – 
напоминают характерные черты функционально не-
упорядоченных белков. У высших организмов эво-
люция самоорганизации внутриклеточной плазмы 
достигает своего пика с появлением «третьей ну-
клеиновой кислоты», не несущей информационной 
нагрузки, имеющей предельно простую структуру 
из повторяющихся мономеров и очень короткое вре-
мя существования в клетке, – это поли(АDP-рибоза) 
(PAR). Роль этой нуклеиновой кислоты может быть 
определяющей в регуляции фазовых переходов био-
молекул в клетке.

ПОЛИ(АDP-РИБОЗА)  
И ПОЛИ(АDP-РИБОЗ)ИЛИРОВАНИЕ
Поли(АDP-рибоза) представляет собой линейную 
или разветвленную полимерную цепь, состоящую 

Рис. 3. PARP1-
зависимая пе-
редача сигнала 
о повреждении 
ДНК (схема)

PARP1
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полимер PAR

PARG

1. Нет повреждений ДНК.  
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из идентичных молекулярных блоков – единиц АDP-
рибозы, источником которых в процессе катализи-
руемого PARP1 синтеза PAR служит NAD+ (рис. 3) 
[130]. В физиологических условиях PAR формирует 
динамичную мультиглобулярную структуру, зави-
сящую от размера полимера, что может способство-
вать его «подстройке» при связывании различных 
лигандов [131]. Адениновые основания в поли(АDP-
рибозе), как в нуклеиновых кислотах, располагают-
ся в анти-конформации, открытой для образования 
водородных связей и стекинг-взаимодействий [132]. 
Вторичная структура PAR в  виде спирали, под-
твержденная in vitro методом спектрального анали-
за [133], может формироваться при высокой ионной 
силе раствора (4 М NaCl) либо, в физиологических 
условиях, при связывании с белками [132]. Полимер 
PAR обладает отрицательным зарядом за счет двух 
отрицательно заряженных фосфатных групп в каж-
дом из мономеров (остатков ADP-рибозы), в то вре-
мя как  РНК и  оцДНК содержат лишь один отри-
цательный заряд на мономер (остаток нуклеотида) 
[134]. В  отсутствие воздействий, индуцирующих 
повреждение ДНК, уровень PAR в клетках очень 
низкий, и (АDP-рибоза) присутствует в форме до-
статочно стабильных (время полураспада t

1/2
 ~7.7 ч) 

моно- или олигомеров. Массированный локальный 
синтез высокодинамичного полимера PAR (t

1/2 
менее 

1 мин) индуцируется возникновением повреждения 
в ДНК [135–137]. Главная отличительная особенность 
поли(АDP-рибозы) – участие в посттрансляционной 
модификации белков. 

По аналогии с ДНК и РНК ферменты, ответствен-
ные за синтез PAR в клетках, были названы PAR-
полимеразами (PARP). PARP1 является важней-
шим представителем семейства белков со сходными 
каталитическими доменами, у человека это семей-
ство насчитывает 17 членов [138]. Только четыре 
представителя этого класса обладают способностью 
к синтезу поли(АDP-рибозы) – PARP1, PARP2 и две 
танкиразы [138, 139]. Белки PARP1 и PARP2 играют 
важную роль в сохранении стабильности генома [140]. 
Танкиразы, способные синтезировать линейный PAR 
длиной до 20 мономеров АDP-рибозы [141], функци-
онируют при формировании веретена деления [142] 
и контролируют функции центросомы [143]. 

PARP1 активируется при  связывании с  экс-
понированными основаниями на  концах разрыва 
ДНК [144]. Распознавание повреждения приводит 
к локальной перестройке аутоингибиторного доме-
на PARP1, который, приобретая неупорядоченную 
структуру, перестает препятствовать связыванию 
NAD+ в активном центре для последующего синте-
за поли(АDP-рибозы) [109]. В результате интердо-
менных взаимодействий, привлекающих катали-

тический домен к месту повреждения ДНК, домен 
аутомодификации PARP1 располагается вблизи 
активного центра, тем самым оказываясь наиболее 
доступным акцептором полимера PAR [145]. Это объ-
ясняет тот факт, что преимущественной мишенью 
поли(АDP-рибоз)илирования является сам PARP1 
[134]. В PARP1, как и в модифицируемых им белках, 
установлено большое разнообразие (АDP-рибоза)-
акцепторных сайтов: Lys, Arg, Glu, Asp, Cys, Ser, 
Thr, Sep (по фосфату), Asn, хотя чаще акцептора-
ми служат заряженные аминокислотные остатки 
[146–149]. Принимая во внимание, что скорость син-
теза PAR лимитируется расщеплением NAD+, мож-
но предположить, что присоединение АDP-рибозы 
к  белку-мишени в  присутствии активированного 
PARP1 происходит по любому подходящему амино-
кислотному остатку на экспонированной поверхно-
сти белка [125]. Специфичность PAR-опосредованной 
модуляции клеточных процессов при этом может 
достигаться за счет разного локального окружения 
PARP1 и его мишени, а не за счет специфичных сай-
тов модификации в белке [125].

Многие белки взаимодействуют с  PAR некова-
лентно. Среди белков, ассоциированных с PAR и/
или подвергающихся этой PTM, идентифицирова-
ны некоторые факторы репарации ДНК, белки ре-
моделирования хроматина, РНК-связывающие бел-
ки и транскрипционные факторы [62, 150]. Многие 
функции, выполняемые PAR в клетках, реализу-
ются посредством динамического взаимодействия 
поли(АDP-рибозы) и  PAR-связывающих белков. 
Перераспределение белков в клетке в результате 
локального синтеза PAR может влиять на пути пе-
редачи сигнала, ответ клетки на повреждение ДНК, 
регуляцию транскрипции, стабильность белков, 
определение судьбы клетки [151]. На настоящий мо-
мент описано несколько PAR-связывающих модулей 
в белках, структура которых варьирует от полностью 
упорядоченных доменов до IDPR, способных всту-
пать в мультивалентные взаимодействия с полиме-
ром PAR [125]. 

PAR также может распознаваться РНК- и ДНК-
связывающими мотивами белков [125]. Поскольку 
для  организации макромолекулярных ансамблей 
в  клетке важны не  только специфичные взаимо-
действия, но и динамические изменения локальных 
концентраций взаимодействующих молекул, пики 
PARилирования вблизи повреждений ДНК могут 
конкурировать с РНК за связывание RBP, привлекая 
их к сайтам повреждений [152]. ДНК-связывающие 
домены ферментов репарации ДНК и  факторов 
транскрипции также могут способствовать PAR-
зависимому привлечению этих белков к месту лока-
лизации повреждения в ДНК [153, 154].
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Недавно было показано, что PAR может высту-
пать в  качестве ядра нуклеации фазовых пере-
ходов РНК-связывающих белков FUS (TLS), EWS 
(EWSR1) и TAF15 в сайтах геномных повреждений 
[124]. Компартментализация клетки, инициируемая 
PAR-зависимым разделом фаз, может лежать в ос-
нове ключевых функций этого полимера в различ-
ных процессах, связанных с ДНК и РНК, например, 
в формировании стресс-гранул [155], ядрышек [156], 
сплайсосом [157] и транскриптосом [158]. Так, в слу-
чае регуляции транскрипции фазовый переход FUS 
(TLS), EWS (EWSR1) и TAF15 на промоторах генов 
может обеспечивать платформу для посадки неупо-
рядоченного С-концевого домена РНК-полимеразы 
II [159]. По-видимому, формирование PAR вблизи 
промоторов может способствовать транскрипции, 
особенно если принять во внимание, что в некоторых 
случаях повреждения специально вносятся в промо-
торы и кодирующие части генов [5, 13, 17].

 Длительное существование PAR в клетке сопря-
жено с определенными рисками, среди которых сня-
тие РНК- и ДНК-связывающих белков с их мишеней, 
возможность фазового перехода динамических «ка-
пель» к нерастворимым агрегатам белков, которые 
наблюдаются при некоторых патологических состоя-
ниях организма [33], а также энергетический кризис, 
вызванный истощением запасов NAD+ [160]. Поэтому 
важную роль в системе поли(АDP-рибоз)илирова-
ния играют ферменты, способные расщеплять PAR 
и удалять АDP-рибозу с модифицированных белков 
[161]. Ключевым ферментом, деградирующим PAR 
в клетках, является поли(АDP-рибозо)гликогидро-
лаза (PARG), которой присущи эндо- и экзоглико-
гидролазная активности с преобладанием последней 
[162]. Поскольку для расщепления PAR требуется 
доступность полимера, PAR-связывающие белки по-
тенциально могут препятствовать активности PARG 
в клетках. Так, PARG не может отщеплять прокси-
мальный мономер АDP-рибозы, что, предположи-
тельно, обусловлено стерическими затруднениями 
[163]. Для удаления АDP-рибозы с моно(АDP-рибоз)
илированных белков существуют специализирован-
ные ферменты [164]. Динамическая регуляция уров-
ня PAR в клетках может обеспечивать необходимый 
баланс РНК- и ДНК-белковых взаимодействий в раз-
личных системах.

Y-БОКС-СВЯЗЫВАЮЩИЙ БЕЛОК 1
В  качестве примера мультиспецифичного белка, 
функционирующего «на стыке трех нуклеиновых 
кислот», можно привести Y-бокс-связывающий бе-
лок 1 (YB-1). При взаимодействии с ДНК [165, 166] 
реализуется роль YB-1 в транскрипции [167] и пред-
полагаемое участие в  репарации ДНК [166, 168]. 

Под  контролем YB-1, действующего как  фактор 
транскрипции, находятся гены, экспрессия которых 
индуцируется внешним воздействием, и некоторые 
гены, продукты которых участвуют в  репарации 
ДНК [167, 169, 170]. В качестве РНК-связывающего 
белка YB-1 участвует в сплайсинге пре-мРНК [167, 
171], является основным белком RNP в цитоплаз-
ме [172] и регулирует трансляцию мРНК [167, 173]. 
Установлено, что YB-1 взаимодействует с большим 
числом некодирующих РНК [174, 175], обладает по-
вышенным сродством к поврежденным ДНК и РНК 
[166, 168, 176], а  также обнаружен среди PAR-
связывающих белков [150]. Для  YB-1 характерна 
стресс-зависимая релокализация из  цитоплазмы 
в ядро [177–180], в некоторых случаях обусловленная 
специфической посттрансляционной модификацией 
YB-1 – его частичным протеолизом 20S протеасомой 
[181].

Большая часть молекулы YB-1 имеет функ-
ционально неупорядоченную структуру [167], 
наделяющую этот белок высокой мультива-
лентностью и способностью к самоассоциации с об-
разованием мультимеров в присутствии РНК и ДНК 
[182] или амилоидных фибрилл при высокой ион-
ной силе раствора [183]. YB-1 физически взаимо-
действует с ферментами разных систем репарации 
ДНК – эксцизионной репарации оснований (NEIL2 
[177], APE1 [184], ДНК-полимеразы β [177], ДНК-
полимеразы δ [185], PCNA [186], ДНК-лигазы IIIα 
[177], NEIL1, PARP1 и PARP2 [187]), мисматч-ре-
парации (MSH2 [185]), репарации двухцепочечных 
разрывов ДНК (Ku80 [185]).YB-1 может способство-
вать распознаванию объемных повреждений ДНК 
фактором NER XPC-HR23b [188] и модулировать ак-
тивность ключевых и регуляторных ферментов BER 
[177, 187, 189–191].

YB-1 обнаруживается в  стрессовых гранулах 
[192], необходим для  формирования центросомы 
[193] и может участвовать в разборке ядрышек [194]. 
Архитектором формирования этих немембранных 
структур, как и комплексов репарации на повреж-
дениях ДНК, служит поли(АDP-рибоза) [155, 156, 
195]. Недавно было показано, что YB-1 способен мо-
дулировать синтез PAR в зависимости от интенсив-
ности повреждения ДНК [187], выступать в каче-
стве мишени поли(АDP-рибоз)илирования [187, 196] 
и защищать PAR от гидролиза PARG, существен-
но продлевая время существования полимера [187]. 
Схематическое изображение участия YB-1 в метабо-
лизме PAR и РНК представлено на рис. 4.

Таким образом, транскрипционный фактор и один 
из ключевых РНК-связывающих белков цитоплазмы 
YB-1 обладает широким спектром дополнительных 
функций, которые могут «включаться» в условиях 
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ДНК-повреждающего стресса. Помимо транскрип-
ционной и посттранскрипционной регуляции генов, 
в их число входят непосредственное участие в репа-
рации ДНК и регуляция сборки комплексов репара-
ции путем PAR-индуцируемых фазовых переходов 
функционально неупорядоченных белков и факто-
ров репарации ДНК, содержащих IDPR. YB-1 слу-
жит примером возможного функционирования RBP 
в качестве дополнительного стресс-индуцируемого 
уровня защиты целостности генома.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Увеличение сложности организма в  эволюции 
коррелирует с  развитием регуляторных систем. 
В то же время ограничение размера клетки приво-
дит к росту мультифункциональности биополимеров. 
Мультифункциональность, т.е. способность принимать 
участие в нескольких биохимических процессах, тесно 
связана со способностью взаимодействовать с различ-
ными партнерами, структура большинства из кото-
рых строго детерминирована их функцией в клетке. 
Использование модульной структуры из блоков, об-
ладающих разной специфичностью, не позволяет пол-
ностью решить эту проблему, поскольку сохраняется 
ограничение на количество возможных взаимодей-
ствий. Изящным решением этой задачи стало умень-

шение информационного объема первичных струк-
тур нуклеиновых кислот и белков. В своих работах 
Уверский В. [88, 197] убедительно показал, как упро-
щение аминокислотной последовательности белка 
приводит к достижению максимальной структурной 
сложности. Появление функционально неупорядочен-
ных белков позволило значительно расширить спектр 
внутриклеточных взаимодействий за счет уникаль-
ных биофизических особенностей этих представите-
лей белкового царства [197]. Обладая мультивалент-
ностью в сочетании с малым объемом, функционально 
неупорядоченные белки способны вовлекаться в са-
мые разные клеточные процессы и образовывать уз-
ловые точки интерактомов, выступая в качестве клю-
чевых регуляторных белков клетки. 

Параллельно с преобразованием протеома в ходе 
эволюции у  высших эукариот появляется боль-
шое разнообразие некодирующих нуклеиновых 
кислот, служащих для регуляции базовых систем 
РНК- и ДНК-белковых взаимодействий. В поддер-
жании стабильности генома особое место занимает 
«третья нуклеиновая кислота» – поли(АDP-рибоза) 
(PAR), синтез которой из  NAD+ стимулируется 
в  присутствии поврежденной ДНК. Образование 
PAR, модулирующей взаимодействия РНК- и ДНК-
связывающих белков с  их мишенями, приводит 

Рис. 4. «Пере-
ключение» вну-
триклеточных 
функций РНК-
связывающего 
белка YB-1 
при генотокси-
ческом стрес-
се (схема). 
1 – ядро клетки; 
2 – повреж-
дение в мо-
лекуле ДНК; 
3 – фермент 
репарации ДНК; 
4 – поли(АDP-
рибоза); 
5 – цитоплаз-
матическая 
РНК-гранула; 
6 – рибосома

пре-мРНК

PARP1
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ГЛУТАМИЛЭНДОПЕПТИДАЗЫ – ЧЛЕНЫ 
СТРУКТУРНОГО СЕМЕЙСТВА ХИМОТРИПСИНА
Глутамилэндопептидазы (ГЭПазы)  – фермен-
ты, предпочтительно гидролизующие связи 
α-карбоксильных групп глутаминовой кислоты [1, 2]. 
К настоящему времени охарактеризованы ГЭПазы 
целого ряда грамположительных бактерий [3–22], 
а также (+)РНК-вирусов [23–25]. Все ГЭПазы вхо-
дят в структурное семейство химотрипсина – одно 
из самых обширных и хорошо изученных. Молекулы 
химотрипсиноподобных протеаз (ХПП) имеют общий 
принцип пространственной организации, так назы-
ваемый химотрипсиновый (или трипсиновый) фолд 
(рис. 1). Ключевым для определения места гидроли-
за субстрата ХПП является остаток в положении P1 
(по номенклатуре Шехтера и Бергера: расщепляемая 
связь субстрата находится после остатка P1, кото-
рому соответствует S1-связывающий сайт фермен-
та [26]). Традиционно, как и в случае панкреатиче-
ских сериновых протеаз, ХПП, исходя из первичной 
субстратной специфичности, делят на три основные 
группы: 1) гидролизующие связи, образованные 
α-карбоксильными группами крупных гидрофобных 

аминокислотных остатков (химотрипсиноподобная 
специфичность); 2) расщепляющие связи после поло-
жительно заряженных остатков (трипсиноподобная 
специфичность) и 3) предпочитающие малые гидро-
фобные остатки в положении P1 (эластазоподобная 
специфичность) [27]. Кроме того, обнаружены ХПП 
со специфичностью смешанного типа. Например, 
коллагенолитические ферменты крабов сочетают 
специфичность трипсина, химотрипсина и эластазы 
[28], а дуоденаза крупного рогатого скота [29] и катеп-
син G [30] способны эффективно гидролизовать суб-
страты как трипсина, так и химотрипсина. Известны 
ХПП, расщепляющие связи преимущественно после 
остатка Gln, например, многие 3С-подобные протеа-
зы вирусов [23], а также специфичные к отрицатель-
но заряженным аминокислотным остаткам – гран-
зим B, предпочтительно гидролизующий связи после 
остатков Asp [31], и ГЭПазы, которым посвящен дан-
ный обзор.

Молекулы ХПП состоят из  двух перпендику-
лярных β-цилиндрических доменов и C-концевой 
α-спирали (рис. 1). Каталитический и субстратсвя-
зывающий сайты находятся в  щели между дву-
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мя β-цилиндрами. Функционально существенные 
остатки локализованы преимущественно в петлях, 
соединяющих β-тяжи. S1-карман, расположенный 
рядом с каталитическим остатком Ser(Cys)195 (здесь 
и далее нумерация по химотрипсину), сформирован 
участками 189–192, 214–216 и 224–228. В большин-
стве случаев ключевыми детерминантами субстрат-
ной специфичности являются остатки в позициях 
189, 216 и 226 [32, 33]. Причем у ферментов, узнаю-
щих заряженные остатки в положении P1, в позиции 
189 (Asp у трипсина [34]) или 226 (Arg у гранзима B 
[35], Glu у катепсина G [36], Asp у коллагеназы кра-
ба [37] и дуоденазы [38]) находятся остатки-компен-
саторы заряда субстрата. Это позволяет полагать, 
что первичная субстратная специфичность ХПП кон-
тролируется относительно небольшим числом струк-
турных элементов сайта S1. Однако простой пере-
нос этих структурных элементов из одной молекулы 
в другую не приводит к «переключению» субстрат-
ной специфичности.

Как  показано на  примере конверсии трипсина 
в  химотрипсин, на  специфичность влияет также 
целый набор удаленных структурных элементов, 
не  взаимодействующих с  субстратом непосред-
ственно. Сайты S1 обоих ферментов сходны. Однако 
замена главной детерминанты связывания заряжен-
ных субстратов трипсина Asp189 на Ser, характер-
ный для химотрипсина, не приводит к возникнове-
нию соответствующей специфичности. Вместо этого 
формируется низкоэффективная неспецифичная 
протеаза [39]. Создание химотрипсиноподобной спе
цифичности требует замены четырех остатков в S1-
кармане вместе с модификацией удаленных от S1-
сайта областей: двух поверхностных петель, которые 
не контактируют с субстратом непосредственно [40], 
и остатка Tyr172 [41]. Сравнение кристаллических 
структур и кинетических характеристик получен-
ных вариантов со структурами и каталитическими 
свойствами химотрипсина и трипсина показывает, 
что  дополнительные модификации существенны 
не для связывания собственно остатка P1, а для точ-
ного позиционирования расщепляемой связи относи-
тельно каталитического центра белка: пары Ser195–
His57 и оксианионной впадины [40–43].

Таким образом, основываясь на данных о струк-
турных детерминантах субстратной специфичности 
ХПП, можно ожидать, что предпочтительный выбор 
ГЭПазами отрицательно заряженных аминокислот-
ных остатков в положении P1 определяется теми же 
участками полипептидной цепи, что и у других фер-
ментов группы. Причем ключевой структурной детер-
минантой специфичности, как у всех распознающих 
заряженные P1-остатки ХПП, должен быть локализо-
ванный в S1-кармане компенсатор заряда субстрата. 

В качестве кандидата на эту роль по аналогии мож-
но предложить остаток Arg или Lys в положении 189 
или 226. В то же время следует помнить, что для высо-
коэффективного взаимодействия с P1-остатком суще-
ственна структура регионов, удаленных от S1.

ГЛУТАМИЛЭНДОПЕПТИДАЗА STREPTOMYCES 
GRISEUS
Первой ГЭПазой, пространственная структура ко-
торой была установлена, стала Glu-специфичная 
протеаза S. griseus (Glu‑SGP) (PDB ID – 1hpg) [44]. 
Структура этого фермента в целом типична для ХПП 
(рис.  2A) и  имеет наибольшее сходство с  бакте-
риальными ХПП (протеазами А и В из Str. griseus 
и α-литической протеазой). Общая геометрия об-
ласти S1 также очень близка к геометрии этой об-
ласти у перечисленных бактериальных ферментов. 
Вопреки ожиданиям, в структуре S1-сайта не уда-
лось обнаружить явного компенсатора отрица-
тельного заряда субстрата – остатка Lys или Arg. 
Карбоксильная группа Glu в положении P1 субстрата 
формирует водородные связи с Ser190 (192 в нумера-
ции [44]), Ser216 и His213. Таким образом, эти остат-

Рис. 1. Пространственная структура химотрипсина 
(PDB ID – 5cha). Показана структура остатков катали-
тической триады. Области, формирующие S1-карман, 
выделены синим цветом; позиции, соответствующие 
ключевым остаткам S1-кармана, – сиреневым. Все 
рисунки, содержащие изображения пространствен-
ных структур белков, построены с помощью PyMOL 
Molecular Graphics System (www.pymol.org)
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ки, вероятно, играют ключевую роль в узнавании 
субстрата. Боковая цепь гистидина способна нести 
положительный заряд. Однако, если считать, что pKa

 
бокового радикала His213 в отсутствие субстрата 
равна 6.4, то при pH 8.5, оптимальном для функци-
онирования Glu‑SGP, имидазольное кольцо будет 
протонировано менее чем на 1%, и, следовательно, 
гистидин должен быть нейтральным [44]. В то же 
время значение pKa аминокислотных остатков в бел-
ке может существенно варьировать в зависимости 
от окружения [45].

Анализ структуры Glu‑SGP выявил в ней так на-
зываемую гистидиновую триаду, в состав которой, 
кроме His213, входят His199 и His228. Три остатка 
His пронизывают С-концевой β-цилиндрический до-
мен, формируя цепь водородных связей, соединя-
ющую карбоксильную группу Glu‑P1 субстрата и, 
через связанные с ферментом две молекулы воды, 
N-концевой обвод С-концевой α-спирали молекулы 
(рис. 2Б). Постулировалось, что именно эта струк-
тура обеспечивает перенос положительного заряда, 
компенсирующего заряд субстрата, с микродиполя 
α-спирали на His213 субстратсвязывающей области 
[44]. Отметим, что у глутамилэндопептидаз остатки 
гистидиновой триады не консервативны [46] и, кроме 
Glu‑SGP, обнаружены лишь у высокогомологичного 
фермента из Str. fradiae [13].

Роль остатков, формирующих S1-карман и  ги-
стидиновую триаду Glu‑SGP, была изучена с по-
мощью сайт-направленного мутагенеза. Любые 
модификации Ser190(192) (Ala/Gly/Asn/Thr/Val) 
и His213 (Ala/Gly/Lys/Asn/Arg/Ser/Val) приводят 
к прекращению автокаталитического процессинга 
(по связи Glu(-1)–Val1) предшественника ГЭПазы, 
что доказывает принципиальную роль этих остат-
ков в формировании S1-сайта. В то же время Ser216, 
по-видимому, менее важен, так как его замена на Ala 
или Gly не приводит к потере ферментом соответ-
ствующей активности. Похожий результат наблюда-
ется и при некоторых модификациях остатков гисти-
диновой триады: мутации His199→Val и His228→Ala/
Asp/Asn/Ser/Val не препятствуют процессингу фер-
мента. Все мутантные белки (His199→Val, Ser216→Ala, 
Ser216→Gly и His228→Ala), специфичность которых 
была исследована, сохраняли предпочтение к суб-
стратам с Glu-P1 [47]. Итак, гипотеза о важности ги-
стидиновой триады для компенсации заряда не была 
подтверждена экспериментально, и на  ключевые 
роли в  распознавании субстрата вышли остатки 
Ser190(192) и His213.

Таким образом, с одной стороны, известна струк-
тура S1-сайта. С другой стороны, неясно, каким об-
разом формирующие этот сайт элементы могут 
обеспечивать наблюдаемую субстратную специфич-

Рис. 2. Пространственная структура глутамилэндопептидазы Streptomyces griseus (1hpg). А – общий вид. Б – 
гистидиновая триада. Фиолетовым цветом выделен лиганд Boc-AAPE (защитная группа не показана); остатки 
каталитической триады – синим; остатки, непосредственно взаимодействующие с карбоксильной группой Glu-
P1, – оранжевым; гистидиновая триада – желтым. Молекулы воды представлены синими сферами. Расстояния 
приведены в ангстремах

А Б
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ность. Это противоречие становится еще более явным 
при рассмотрении данных о структуре и специфич-
ности вирусных 3C-подобных сериновых протеаз.

ВИРУСНЫЕ 3С-ПОДОБНЫЕ СЕРИНОВЫЕ ПРОТЕАЗЫ
Процессинг полибелков-предшественников являет-
ся важной частью жизненного цикла большинства 
(+)РНК-вирусов [48–50] и обычно осуществляется 
при участии вирусных папаиноподобных или химо-
трипсиноподобных протеаз, которые входят в состав 
полибелка [51]. Большинство XПП (+)РНК-вирусов 
это цистеиновые протеазы, например, 3С протеазы 
(3Cpro) пикорнавирусов или  3C-подобные проте-
азы (3CLpro) корона‑, поти‑ или комовирусов [49]. 
В  то  же время обнаружены ферменты, активные 
центры которых содержат каталитический остаток 
серина. Такие белки обозначаются как 3C-подобные 
сериновые протеазы (3CLSP) [23]. XПП (+)РНК-
вирусов проявляют узкую субстратную специфич-
ность. Сайты гидролиза 3С и 3С-подобных проте-
аз в целом похожи и обычно содержат остаток Gln 
или Glu в позиции P1 в сочетании с расположенным 
за ним небольшим аминокислотным остатком (Gly, 
Ala или Ser) [23, 52]. При этом одни протеазы ги-
дролизуют связи, образованные как Gln, так и Glu 
[53–57]. Другие ферменты предпочитают Gln-P1 (на-
пример, 3Сpro и 3CLpro пикорна‑ и коронавирусов 
[23, 48]) или являются истинными ГЭПазами, расще-
пляющими полипептидную цепь после Glu. Такую 
специфичность проявляют ХПП артери‑ [23], собемо‑ 
[25] и астровирусов [24].

ГЭПазы артеривирусов, обозначаемые как Nsp4 
(неструктурный белок 4) [23], являются сериновыми 
протеазами [58, 59]. К настоящему времени изучены 
свойства и установлены пространственные структу-
ры Nsp4 вируса артериита лошадей (EAV) и вируса 
репродуктивного и респираторного синдрома свиней 
(PRRSV). Пространственная структура EAV-Nsp4 
в целом типична для ХПП (PDB ID – 1mbm). В то же 
время каталитический домен фермента, сформиро-
ванный двумя перпендикулярными β-цилиндрами, 
дополнен С-концевым расширением (рис. 3A) [60]. 
Структура PRRSV-Nsp4 (PDB ID – 3fan) сходна 
со структурой EAV-Nsp4, заметно отличаясь, од-
нако, взаимным расположением каталитического 
и С-концевого доменов (рис. 3Б) [59].

Организация S1-участков EAV-Nsp4 и Glu‑SGP 
очень близка (рис. 4A). Карман S1 содержит те же три 
основных структурных элемента: His213 (134 в EAV-
Nsp4, 1198 в полибелке), Thr190 (115, 1179), соответ-
ствующий Ser190 у Glu‑SGP, и Ser216 (137, 1201) [60]. 
Все три остатка сохранены и в первичной структуре 
PRRSV-Nsp4 [58, 59]. Однако, судя по результатам 
рентгеноструктурного анализа, S1-сайт последнего 

фермента имеет иную, чем у EAV-Nsp4 и Glu‑SGP, 
структуру (рис. 4Б). Положение участка полипептид-
ной цепи 190–194 (113–117 в PRRSV-Nsp4) изменено 
по сравнению с большинством ХПП, что приводит 
к нетипичной конфигурации оксианионной впадины 
и существенному удалению Thr190 (113) от карбок-
сильной группы Glu‑P1. Кроме того, методом рентге-
ноструктурного анализа не удается определить поло-
жение содержащей Ser216 петли 216–220 (136–140), 
что свидетельствует о высокой подвижности этого 
участка. Расположение наиболее консервативного 
остатка S1-участка – His213 (133) в трех упомянутых 
белках не отличается [59]. Возможно, наблюдаемая 
картина не отражает состояние PRRSV-Nsp4 в рас-
творе, а представляет артефакт кристаллизации сво-
бодного фермента.

Важность остатков His213 и Thr190 для функцио-
нирования EAV‑Nsp4 подтверждена эксперимента-
ми по сайт-направленному мутагенезу. Путем моди-
фикации остатков каталитической триады показано, 
что процессинг полибелка с расщеплением связей 
после остатков Glu зависит от активности EAV‑Nsp4. 
К полному прекращению процессинга приводили 
и модификации His213(1198)→Lys/Arg/Tyr. Тот же 
эффект вызывала замена Thr190(1179)→Asp, однако 
мутации Thr190(1179)→Ser/Gly лишь несколько сни-
жали эффективность процессинга [58]. В совокупно-
сти с данными, полученными на модели Glu‑SGP, эти 
результаты показывают принципиальное значение 
His213 и существенно меньшую важность остатков 
в позициях 190 и 216 для гидролиза специфических 
субстратов ГЭПазами. В то же время остается неяс-
ным, является ли His213 ключевым элементом в рас-
познавании заряженного субстрата, а также какой 
вклад в формирование субстратной специфичности 
вносят Thr/Ser190 и Ser216. Помочь разобраться 
с некоторыми из этих вопросов может анализ струк-
тур других вирусных ГЭПаз.

Протеаза вируса мозаики сесбании (SeMV‑pro) 
имеет типичную для ХПП пространственную струк-
туру (PDB ID – 1zyo), которая ближе к структурам 
клеточных (в частности, Glu‑SGP), а не вирусных 
представителей семейства (рис. 3B) [61]. Протеаза 
имеет классическую каталитическую триаду, мо-
дификация остатков которой приводит к прекра-
щению процессинга полибелка [62]. В структуре S1-
участка фермента сохранены, как и у всех ГЭПаз, 
консервативные остатки His213(298) и Thr190(279). 
Однако позицию 216(301) занимает крупный гидро-
фобный остаток Phe (рис. 4B). Наложение простран-
ственных структур SeMV‑pro и  Glu‑SGP в  ком-
плексе с  тетрапептидным продуктом протеолиза 
трет-бутилоксикарбонил-Ala-Ala-Pro-Glu (Boc-
AAPE) показывает, что  боковой радикал остатка 
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Рис. 3. Пространственные структуры вирусных глутамилэндопептидаз. А – EAV‑Nsp4 (PDB ID – 1mbm; голу-
бой) и Glu‑SGP (1hpg; желтый). Б – EAV‑Nsp4 (голубой) и PRRSV‑Nsp4 (3fan; сиреневый). В – Glu‑SGP (желтый) 
и SeMV‑pro (1zyo; голубой). Г – SeMV‑pro (голубой) и HAstV‑pro (2w5e; сиреневый). Обозначены остатки ката-
литической триады
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Glu‑P1 хорошо вписывается в S1-карман вирусной 
протеазы. Сохранение объема S1-кармана при на-
личии остатка с крупным боковым радикалом тре-
бует существенного смещения основной цепи белка 
на участке 214(299)–223(308) и заполнения образо-
вавшегося в результате этого смещения простран-
ства боковой цепью остатка Asn223(308), который 
участвует в формировании дна S1-кармана, но, по-
видимому, с Glu‑P1 непосредственно не взаимодей-
ствует (рис. 4B). Эта ситуация показывает, что Ser 
в  положении 216 и  водородная связь остатка 216 
с  γ-карбоксильной группой Glu‑P1 не  принципи-
альны для обеспечения глутаматной специфично-
сти. К сожалению, экспериментов по модификации 
Phe216(301) в  составе SeMV‑pro не  проводилось. 
В  то  же время замены His213(298) и  Thr190(279) 
на Ala, но не мутация Asn223(308)→Ala, полностью по-
давляют процессинг in cis слитого белка SeMV‑pro/
VPg (VPg – вирусный белок, который находится в по-
либелке за SeMV‑pro) в модельной системе [61].

Субстратная специфичность протеазы астровиру-
са человека (HAstV‑pro) мало изучена. Данные о сай-
тах процессинга вирусного полибелка, осуществля-
емого этим ферментом, противоречивы [63]. Вместе 
с тем, с использованием рекомбинантного фермента 
и набора синтетических субстратов in vitro показа-
но, что HAstV‑pro гидролизует только связи, образо-
ванные α-карбоксильными группами Glu и Asp [24]. 
Пространственная структура HAstV‑pro (PDB ID – 
2w5e) в целом близка к структуре SeMV‑pro (рис. 3Г), 
но имеет ряд специфических особенностей. Так, оста-
ток Asp102 (489 в полибелке) каталитической триады, 
в которую входят также Ser195(551) и His57(461), име-
ет неканоническую конформацию [24].

Структура участка S1 также заметно отличается 
от рассмотренных выше. Несмотря на то что оста-
ток His213 и его положение инвариантны, в пози-
ции 216 вместо Ser находится Asn216(569), амидная 
группа которого, как показывает наложение струк-
тур HAstV‑pro и  Glu‑SGP в  комплексе с  лиган-
дом, практически занимает место γ-карбоксильной 
группы субстрата Glu‑P1 (рис. 4Г). Это приводит 
к существенному уменьшению кармана S1 [24], объ-
ем которого не соответствует боковому радикалу 
Glu. Кроме того, конформация участка 189–193 
(545–549) основной цепи иная, чем у большинства 
ХПП. Как следствие, консервативный остаток 
Thr190 удален от S1-сайта и развернут в сторону. 
(Положение участка 189–193 напоминает конфи-
гурацию этого региона в PRRSV‑Nsp4.) Учитывая 
описанные отличия от  структур других ГЭПаз 
и ХПП, сложно сделать какие-либо определенные 
выводы о взаимодействиях HAstV‑pro с остатком 
P1 субстрата.

Обобщая данные о вирусных ГЭПазах и Glu‑SGP, 
можно заключить, что His213 является общим эле-
ментом S1-кармана, а  его модификация во  всех 
случаях приводит к инактивации ферментов. Этот 
остаток способен нести положительный заряд и по-
этому представляется кандидатом на роль ключевого 
структурного элемента, определяющего субстратные 
предпочтения Glu-специфичных протеаз. Остаток 
Thr/Ser190 также консервативен у всех ГЭПаз, од-
нако его модификация не приводит к потере фер-
ментами специфической активности, и, вероятно, 
он не играет принципиальной роли в распознавании 
остатка Glu-P1 субстрата. Наконец, природа остат-
ка 216 несущественна для обеспечения субстрат-
ной специфичности. Как следствие, в этой позиции 
у ГЭПаз обнаружены остатки, сильно отличающи-
еся по свойствам: Ser, Asn и Phe. Дополнительную 
информацию о  структурных детерминантах суб-
стратной специфичности ГЭПаз может дать анализ 
вирусных 3С и 3С-подобных протеаз, проявляющих 
специфичность к Gln в положении P1.

Сравнение первичных и пространственных струк-
тур ГЭПаз и 3С/3СLpro выявляет сходство их S1-
участков (рис.  4Д,Е). Во-первых, все 3С/3СLpro, 
так  же как  и  ГЭПазы, содержат консервативный 
остаток His213 [64–76], модификации которого при-
водят к  инактивации ферментов [77–79]. Это по-
зволяет заключить, что  данный остаток не  явля-
ется ключевым элементом распознавания заряда 
субстрата, но принципиален для обеспечения кор-
ректной геометрии S1-сайта. Во-вторых, большин-
ство 3С/3СLpro сохраняют характерный для ГЭПаз 
остаток Thr/Ser190 [58], что подтверждает вывод 
о его важности для формирования правильной гео-
метрии S1-кармана, а не для распознавания заряда. 
На месте третьего элемента S1-участка ГЭПаз, в по-
ложении 216, у 3С/3СLpro, как правило, находятся 
остатки Gly (рис. 4Е) и иногда Ala (рис. 4Д), которые 
не встречаются у известных ГЭПаз. Последнее ста-
ло основанием для рассуждений об участии Ser216 
в компенсации заряда субстрата у ГЭПаз [60]. Однако 
мутагенез на модели Glu‑SGP показывает, что за-
мены Ser216→Ala/Gly не делают субстраты с Gln‑P1 
предпочтительными, хотя и увеличивают эффек-
тивность их гидролиза [47]. Кроме того, обсуждав-
шиеся данные о ГЭПазах с остатками Phe/Asn216 
также не свидетельствуют в пользу подобных пред-
положений. Следует упомянуть еще об одной ги-
потезе, которая до сих пор остается непроверен-
ной. Поскольку все ГЭПазы являются сериновыми, 
а Gln-специфичные ферменты – цистеиновыми про-
теазами, можно предположить, что различие в их 
субстратной специфичности определяется катали-
тическими остатками.
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Рис. 4. S1-участки вирусных 
Glu‑ и Gln-специфичных 
протеаз. А – EAV‑Nsp4 
(1mbm; голубой) и Glu‑SGP 
(1hpg; желтый) в комплек-
се с Boc-AAPE (сиреневый, 
защитная группа не показа-
на). Б – EAV‑Nsp4 (голубой) 
и PRRSV‑Nsp4 (3fan; желтый), 
в S1-участок вписан Boc-
AAPE из структуры Glu‑SGP 
(сиреневый). В – Glu‑SGP 
(желтый) в комплексе 
с Boc-AAPE (сиреневый) 
и SeMV‑pro (1zyo; голубой). 
Г – Glu‑SGP (желтый) в ком-
плексе с Boc-AAPE (сире-
невый) и HAstV‑pro (2w5e; 
голубой). Д – Glu‑SGP (жел-
тый) и Gln/Glu-специфичная 
протеаза вируса Норуолк 
(4in1; голубой) с заменой 
Cys195→Ala в комплексе с те-
трапептидом Ile-Asn-Phe-Glu 
(сиреневый). E – EAV‑Nsp4 
(голубой) и Gln-специфичная 
протеаза 3C риновируса 
человека (1cqq, желтый) 
в комплексе с ингибитором 
AG7088 (сиреневый). Штри-
ховые линии обозначают 
водородные связи
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Итак, ни один из обнаруженных консервативных 
структурных элементов S1 участка Glu‑SGP и ви-
русных 3CLSP, по-видимому, не определяет предпо-
чтения этих ферментов к остатку Glu в положении 
P1 субстрата. Следовательно, такая специфичность 
ГЭПаз вирусов и стрептомицетов обеспечивается 
структурными детерминантами, не находящимися 
непосредственно в субстратсвязывающей области. 
Однако традиционный путь исследований, сочета-
ющий анализ пространственных структур, сайт-
направленный мутагенез и изучение каталитических 
свойств ферментов, до настоящего времени не позво-
лил выявить эти детерминанты. Более успешными 
кажутся исследования ГЭПаз бактерий.

ЭПИДЕРМОЛИТИЧЕСКИЕ ТОКСИНЫ 
СТАФИЛОКОККОВ
Стафилококки продуцируют два типа ГЭПаз: фер-
менты, сходные с протеазой V8 Staphylococcus au-
reus (Glu‑V8), о которых пойдет речь в следующем 
разделе, и эпидермолитические токсины (ET). ЕТ 
являются основными факторами вирулентности, от-
вечающими за развитие буллезного импетиго и его 
генерализованной формы – стафилококкового син-
дрома ошпаренной кожи, а также сходных заболе-

ваний животных [80, 81]. Биологическая активность 
ET связана с их способностью с высокой специфич-
ностью гидролизовать связь Glu381-Gly в десмогле-
ине 1 – десмосомальном белке кадгенинового типа, 
обеспечивающем межклеточные взаимодействия 
(более подробно см. обзор [80]). Кроме того, in vitro 
ET расщепляют эфирные связи, образованные кар-
боксильными группами остатков Glu [82].

Пространственные структуры эпидермолитиче-
ских токсинов A [83, 84] и B [85] из S. aureus указы-
вают на принадлежность ET к ХПП (рис. 5). В то же 
время эти белки обладают уникальными особен-
ностями. Первая из них – N-концевая α-спираль. 
Вторая – необычное положение остатков, формиру-
ющих оксианионную впадину: пептидная связь Pro/
Val192–Gly193 (нумерация по химотрипсину) раз-
вернута на 180° по сравнению с другими ХПП. Это 
приводит к формированию водородной связи между 
карбонильным кислородом остатка 192 и гидрокси-
лом каталитического Ser195, что, по-видимому, пре-
пятствует проявлению активности. На основе анализа 
структур высказано предположение, что связывание 
ET с субстратом (или рецептором), в которое вовле-
чена N‑концевая α‑спираль, приводит к перестройке 
активного центра и активации ферментов [83].

Рис. 5. Пространственные структуры эпидермолитических токсинов S. aureus. А – ETA (1agj; голубой) и Glu‑SGP 
(1hpg; желтый). Б – ETA (голубой) и ETB (1qtf; сиреневый). Обозначены остатки каталитической триады

А Б
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Как  у  всех обсуждавшихся выше ГЭПаз, S1-
карманы ET содержат три ключевых элемента, 
два из которых – консервативные остатки His213 
и Thr190 (рис. 6). Третьим, как предсказано ранее 
на основе моделирования пространственных струк-
тур [46], является идеально подходящий на роль ком-
пенсатора отрицательного заряда Glu-P1 остаток Lys 
в позиции 216, где у других ГЭПаз обычно находит-
ся Ser. Остаток Lys консервативен у большинства 
ET S. aureus и S. hyicus, а у ExhA (ET из S. hyicus) 
в положении 216 обнаружен Arg [86, 87]. Важность 
Lys216 для гидролиза субстратов с остатком Glu под-
тверждена экспериментами по сайт-направленному 
мутагенезу, выполненными на  модели ETA [88]. 
Любая из замен Lys216→Ala/Glu/Thr аналогично 
мутациям по остаткам каталитической триады при-
водила к потере белком способности гидролизовать 
α-фениловый эфир N-Boc-L-глутаминовой кислоты 
и утрате эпидермолитической активности.

Итак, в  случае ET положительно заряженный 
остаток, вероятный компенсатор заряда субстрата, 
удается обнаружить непосредственно в S1-участке, 
причем в положении 216, важном для распознавания 
субстрата всеми ХПП. Этот компенсатор принципиа-
лен для проявления ET ферментативной активности. 
В то же время прямые доказательства того, что Lys/
Arg216 у ET отвечает за глутаматную специфич-

ность, в  настоящее время отсутствуют. При  этом 
S1-сайты ET, за исключением Lys216, очень похожи 
на соответствующие области ГЭПаз вирусов и стреп-
томицетов (рис. 6). Однако приведенные выше дан-
ные указывают на то, что остаток в положении 216 
не существен для обеспечения субстратной специ-
фичности этих ферментов. Тогда следует заключить, 
что разные группы ГЭПаз имеют разные механизмы 
распознавания субстрата. У ET ключевым являет-
ся стандартный компенсатор заряда в S1-кармане, 
у ферментов вирусов и стрептомицетов – какой-то 
другой удаленный структурный элемент. Такой вы-
вод подкрепляется данными, полученными для дру-
гих бактериальных ГЭПаз.

ДРУГИЕ БАКТЕРИАЛЬНЫЕ 
ГЛУТАМИЛЭНДОПЕПТИДАЗЫ
Кроме ГЭПаз стрептомицетов и ET охарактеризо-
ван целый ряд протеаз, секретируемых грамполо-
жительными бактериями и  обладающих общими 
структурными особенностями. Проведенное на ран-
них этапах изучения ГЭПаз моделирование про-
странственных структур относящихся к этой груп-
пе Glu‑V8, ГЭПаз Bacillus licheniformis и B. subtilis 
привело к  предположению, что  компенсацию за-
ряда субстрата у  всех трех белков обеспечивает 
α-аминогруппа остатка в положении 1 зрелого фер-

Рис. 6. S1-участки эпидермолитических токсинов S. aureus. А – ETA (1agj; голубой) и Glu‑SGP (1hpg; желтый) 
в комплексе с Boc-AAPE (сиреневый, защитная группа не показана). Б – ETA (голубой) и ETB (1qtf; желтый), в S1-
участок вписан лиганд Boc-AAPE из структуры Glu-SGP (сиреневый). Штриховые линии обозначают водородные 
связи
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мента [46]. Сегодня локализация N‑концевого остатка 
в S1-участке ГЭПаз этой группы подтверждена экс-
периментальными данными о третичных структу-
рах ГЭПазы B. intermedius (BIGEP) [89], Glu‑V8 [90] 
и внеклеточной сериновой протеазы S. epidermidis 
(Esp) [91].

Обсуждаемые белки обладают высоким струк-
турным сходством между собой, а также с ET ста-
филококков, и имеют типичное для ХПП строение. 
Их молекулы состоят из  двух β-доменов, разде-
ленных глубокой щелью, в которой расположен ак-
тивный центр (рис. 7). Участки S1 у Glu‑V8, BIGEP 
и Esp в целом организованы сходно с аналогичными 
регионами других ГЭПаз и содержат обязательные 
элементы: His213 и Ser/Thr190 (рис. 8А,Б). В то же 
время в третьей ключевой позиции S1-кармана на-
ходится остаток Gly, что, как обсуждалось выше, 
является особенностью вирусных Gln-специфичных 
3С‑ и 3CLpro. Однако отсутствие бокового радикала, 
способного формировать водородную связь с кисло-
родом карбоксильной группы субстрата, у остатка 
в позиции 216 компенсируется, как и было предска-
зано, α-аминогруппой Val1, которая занимает место, 
соответствующее положению ε-аминогруппы остат-
ка Lys216 у ET (рис. 8В). Таким образом, в случае 
Glu‑V8, BIGEP и Esp, по-видимому, наблюдается 
уникальная ситуация, когда специфичность проте-
азы определяется N-концом полипептидной цепи. 
Своеобразие такого «конструктивного решения» 
состоит в том, что Glu‑V8, BIGEP и Esp синтезиру-
ются клеткой в виде предшественников, включаю-
щих, кроме каталитической части, сигнальный пеп-
тид и пропептид. Следовательно, N-конец зрелого 
белка, а значит, и S1-карман формируются только 
после процессинга. Эта ситуация напоминает меха-
низм активации ХПП млекопитающих: после уда-
ления пропептида N-концевая NH

2
-группа зрелого 

белка образует солевой мостик с остатком Asp194, 
что индуцирует структурные перестройки молекулы 
фермента, приводящие к его активации благодаря 
формированию корректной структуры S1-участка 
и оксианионной впадины [92–96].

Направленная модификация остатков S1-участков 
BIGEP и Glu‑V8 дала очень интересные результа-
ты. Прежде всего, был впервые исследован вариант 
ГЭПазы с модификацией остатка His213. (Подобные 
мутации вводили и ранее [47, 58], но получить белки 
не удалось.) Показано, что BIGEP с заменой His213 
(186 в BIGEP) на Thr не изменяет субстратных пред-
почтений и гидролизует белковый субстрат только 
после остатков Glu. В то же время модификация су-
щественно влияет на эффективность катализа (k

cat
 

снижается более чем в 600 раз), но при этом относи-
тельно мало сказывается на связывании субстрата 

(K
M

 возрастает примерно в 5 раз) [97]. Интересно, 
что подобный эффект наблюдается в случае гидро-
лиза нативными ГЭПазами субстратов, содержащих 
остаток Asp в положении P1: K

M
 растет примерно в 6 

раз, а падение k
cat

 имеет тот же порядок (~150 раз) 
[98]. Полученные результаты позволяют заключить, 
что  консервативный остаток His213 не  является 
ключевым элементом, определяющим распознава-
ние отрицательного заряда субстрата ГЭПазами, но, 
по-видимому, существен для точного позициониро-
вания расщепляемой связи относительно нуклеофи-
ла – кислорода гидроксильной группы Ser195. Этот 
вывод хорошо согласуется с тем, что His213 являет-
ся общим структурным элементом для Glu- и Gln-
специфичных протеаз.

Данные о роли N-концевого остатка в функци-
онировании ГЭПаз получены на  модели Glu‑V8. 
Показано, что замена N‑концевого Val на Leu/Ala/
Phe/Gly/Ser приводит к снижению эффективности 
гидролиза субстратов c остатком Glu в примерно 
3, 20, 50, 100 и 200 раз соответственно [9, 99], и чем 
ближе остаток по своим свойствам к Val, тем мень-
ше снижение активности. Этот результат свидетель-
ствует о важности остатка 1 для функционирования 
фермента и может быть объяснен различным от-
клонением положения α-аминогруппы этого остат-
ка у мутантов от оптимального. Кроме того, удалось 
получить варианты Glu‑V8 с дополнительными ами-
нокислотными остатками, фрагментами пропепти-
да, на N‑конце. Введение дополнительных остатков 
(от 1 до 39) во всех случаях приводило к значитель-
ному падению активности фермента при гидролизе 
субстратов с Glu‑P1 [9, 100], но в меньшей степени 
влияло на эффективность гидролиза аналогичных 
субстратов с Gln‑P1. При этом мутанты сохраняли 
предпочтение к субстратам с Glu‑P1, которые они 
гидролизовали примерно в  10–20 раз эффектив-
нее [100]. Таким образом, вероятно, α-аминогруппа 
N-концевого остатка Val вносит очень существенный 
вклад в узнавание заряженного субстрата обсужда-
емыми бактериальными ГЭПазами, но не определяет 
специфичность ферментов полностью.

Обобщая всю имеющуюся информацию о ГЭПазах, 
можно сделать вывод о  различиях в  механизмах 
распознавания заряженного субстрата ферментами 
разных групп. Вероятно, это свидетельствует о том, 
что на эволюционном древе ХПП ветви ГЭПаз воз-
никали несколько раз, возможно, на основе базовой 
структуры S1-кармана, одинаково хорошо подхо-
дящей для реализации как глутаматной, так и глу-
таминовой специфичности, и  наиболее близкой, 
по-видимому, к структуре S1-областей вирусных 
ферментов. Необходимость реализации нескольких 
структурных вариантов оптимизации специфично-
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Рис. 7. Пространственные структуры бактериальных глутамилэндопептидаз. A – BIGEP (1p3c; голубой) и Glu‑SGP 
(1hpg; желтый). Б – BIGEP (голубой) и Glu‑V8 (1qy6; сиреневый). В – Glu‑V8 (сиреневый) и Esp (4jcn; голубой). 
Г – Glu‑V8 (сиреневый) и ETA S. aureus (1agj; голубой). Обозначены остатки каталитической триады
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сти очевидно должна быть обусловлена отличиями 
в функционировании протеаз, относящихся к разным 
группам. Анализ опубликованных данных о ГЭПазах 
позволяет обнаружить, что вариации в структуре S1-
участков этих ферментов коррелируют с различия-
ми в механизмах созревания их предшественников. 
Такое наблюдение позволяет выдвинуть гипотезу 
о том, что способ компенсации заряда диктуется пу-
тем созревания белка-предшественника.

СТРУКТУРНЫЕ ДЕТЕРМИНАНТЫ СУБСТРАТНОЙ 
СПЕЦИФИЧНОСТИ И СОЗРЕВАНИЕ 
ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ ГЛУТАМИЛЭНДОПЕПТИДАЗ
Все ГЭПазы синтезируются в виде предшествен-
ников. Однако механизмы процессинга фермен-
тов существенно различаются и  могут быть раз-
делены на  три группы. ГЭПазы стрептомицетов 
и вирусов процессируются автокаталитически [47, 
51]. Предшественники ET содержат только секре-
торный лидер [3] и, следовательно, процессируются 
сигнальной пептидазой. В случае же бактериальных 
ГЭПаз, подобных Glu‑V8 и BIGEP, удаление про-
пептида, за единственным исключением [21], осу-
ществляется различными протеазами гетероката-
литически [22, 100–104]. Сопоставление структур 
S1-участков ГЭПаз и механизмов процессинга пока-
зывает, что у автоактивирующихся ферментов в S1-
кармане не удается обнаружить явного компенсатора 
заряда субстрата, для S1-участка ET характерно на-
личие остатка Lys216, а для ГЭПаз, сходных с Glu‑V8 
и  процессирующихся гетерокаталитически,  – 
α-аминогруппы N-концевого остатка. Рассмотрим эти 
соответствия с точки зрения биологических функций 
протеаз каждой группы.

Вирусные ГЭПазы синтезируются как  часть 
протяженного полибелка, селективный гидро-
лиз которого является основной функцией данных 
ферментов [25, 51, 105, 106]. Таким образом, вирус-
ные ГЭПазы функционируют внутри клетки, на-
чиная действовать сразу после синтеза полибелка. 
Следовательно, активный центр фермента, вклю-
чая определяющие специфичность участки, должен 
быть сформирован и способен осуществлять высо-
коспецифический гидролиз уже в составе полибел-
ка-предшественника, сохраняя структуру после 
процессинга. Функционирование ГЭПаз стрептоми-
цетов кажется существенно иным. Эти внеклеточные 
ферменты синтезируются как классические пред-
шественники протеаз, содержащие препропептид. 
Функции пропоследовательностей ГЭПаз стрепто-
мицетов не установлены, однако по аналогии с близ-
кородственной протеазой B из Str. griseus [107, 108] 
можно полагать, что пропептиды обеспечивают кине-
тическую стабильность зрелых молекул и участвуют 
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Рис. 8. S1-участки бактериальных глутамилэндопеп-
тидаз. А – BIGEP (1p3c; голубой) и Glu‑SGP (1hpg; 
желтый) в комплексе с Boc-AAPE (сиреневый, защит-
ная группа не показана). Б – BIGEP (голубой) и Glu‑V8 
(1qy6; желтый). B – BIGEP (голубой) и ETA (1agj; жел-
тый). На частях Б и В в S1-сайт вписан лиганд Boc-AAPE 
из структуры Glu‑SGP (сиреневый). Пунктирные линии 
обозначают водородные связи
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в их секреции. В то же время автокаталитический 
процессинг и отсутствие видимой регуляции актив-
ности на посттрансляционном уровне делают ситуа-
цию сходной с описанной для вирусных ферментов: 
активный центр должен быть полностью сформиро-
ван в составе предшественника и сохраняться неиз-
менным после образования зрелой молекулы. Эта 
задача в обоих случаях, по-видимому, имеет одно 
структурное решение (рис. 4). В S1-кармане нет пря-
мого компенсатора заряда. N-Конец удален от актив-
ного центра в зрелом белке и, следовательно, не уча-
ствует в формировании S1-участка, так как вовлечен 
в процессинг. Не установленные до настоящего вре-
мени структурные элементы, отвечающие за глу-
таматную специфичность, локализованы вне S1-
области и, вероятно, формируются до процессинга 
предшественника. Таким образом, изменяющиеся 
в ходе созревания элементы структуры не участву-
ют в образовании значимых для катализа регионов 
молекулы.

Противоположная ситуация наблюдается в случае 
синтезируемых в виде препробелков ГЭПаз, подоб-
ных Glu‑V8. Эти протеазы не только подвергаются 
гетероактивации [101–103, 109], но и, как показано 
на примере Glu‑V8, вовлечены в регуляторные ак-
тивационные каскады [110–112]. Это предполагает 
строгий контроль активности, который реализует-
ся достаточно сложным и  в  чем-то противоречи-
вым способом. На первый взгляд, предшественни-
ки Glu‑V8, BIGEP и Esp должны быть неактивны, 
поскольку S1-участок у этих белков формируется 
только в зрелой молекуле (рис. 7 и 8). В то же вре-
мя опубликованы данные, которые показывают, 
что предшественники Glu‑V8 [113], BIGEP [109], Esp 
[7], а также ГЭПаз B. licheniformis [114], B. subtilis 
[102] и Thermoactinomyces sp. [21] способны к ав-
топроцессингу, причем в большинстве случаев ги-
дролизу подвергаются связи, соответствующие 
специфичности зрелых ферментов [7, 21, 109, 114]. 
Кроме того, обнаружена глутаматная активность in 
trans аналогов предшественников [100]. Эти факты 
ставят под сомнение саму возможность управления 
активностью обсуждаемых протеаз, однако внима-
тельный анализ пути активации предшественников 
показывает, что ситуация более сложная.

Автопроцессинг, возможно внутримолекуляр-
ный, нативных ферментов, проходящий спонтан-
но как in vitro, так и in vivo, приводит не к полному 
удалению пропоследовательности, а к формирова-
нию форм белков с «обрезками» пропептидов (обыч-
но протяженностью 3–15 аминокислотных остат-
ков) [7, 100, 109, 113, 114], т.е. соответствующих 
по  размеру пропептидам ХПП млекопитающих. 
Эти формы не проявляют активности по отноше-

нию к белковым субстратам (а также малоактив-
ны по отношению к пептидам) in trans и могут быть 
активированы только гетерокаталитически [7, 100, 
109, 113, 114]. (Для полноты картины следует отме-
тить, что недавно опубликованы данные о ферменте 
Thermoactinomyces sp. с остатком Glu в положении 
‑1, который способен к автоактивации в гетерологич-
ной экспрессионной системе in vitro [21], как и полу-
ченные ранее искусственно мутанты других ГЭПаз 
[109, 114].) Таким образом, созревание ферментов, 
сходных с  Glu‑V8, происходит ступенчато. По-
видимому, эти белки содержат как бы два пропеп-
тида. Первый, протяженный фолдинг-ассистент [99, 
109], обеспечивающий кинетическую стабильность 
зрелого белка, как это часто бывает у бактериальных 
протеаз [115]. Второй – короткий, формирующийся 
после первого акта процессинга, – активационный 
модуль [109, 113, 114], поддерживающий фермент 
в неактивном состоянии. Нельзя исключить также, 
что структура активного центра протеаз меняется 
после удаления первой части пропептида. Можно 
сказать, что пропептиды ГЭПаз описываемой груп-
пы одновременно сочетают в себе свойства, типичные 
для пропептидов бактериальных ХПП и ферментов 
млекопитающих. Таким образом, необходимость 
строгого контроля активности ферментов, подобных 
Glu‑V8, обеспечивается за счет формирования пол-
ноценного S1-кармана только после удаления про-
пептида. Для этого используется механизм, сходный 
с механизмом активации ХПП млекопитающих, – 
участие N-концевой аминогруппы в структуре суще-
ственных для катализа элементов молекулы. Но уда-
ление фолдинг-ассистента при  этом происходит 
автокаталитически за счет базовой специфичности 
ферментов.

ET стафилококков представляют собой промежу-
точный вариант. С одной стороны, их предшествен-
ники процессируются гетерокаталитически. С другой 
стороны, процессинг не связан с регуляцией актив-
ности, поскольку заключается лишь в удалении сиг-
нального пептида. Таким образом, формирование 
функционально активного фермента до процессинга, 
как и строгий контроль активности, очевидно, не яв-
ляются необходимыми. Здесь, по-видимому, подо-
шел бы вариант, реализованный у ГЭПаз вирусов 
и стрептомицетов. Однако филогенетический ана-
лиз показывает, что ET с наибольшей вероятностью 
представляют собой паралоги Glu‑V8 (рис. 9, см. об-
суждение ниже), т.е. эти белки «созданы» на одной 
базе с  Glu‑V8 и, по существу, используют ту же 
схему строения S1-участка (рис. 8). В то же время, 
в отличие от Glu-V8, ET не содержат пропептидов, 
что  указывает на  иной путь сворачивания [115], 
и имеют значительно более узкую специфичность. 



ОБЗОРЫ

 ТОМ 9  № 2 (33)  2017 | ACTA NATURAE | 31

Они неактивны по отношению к большинству бел-
ков и пептидов, что достигается, возможно, за счет 
введения остатка Lys216 и уменьшения объема S1-
кармана, а также за счет необычной конформации 
оксианионной впадины [83].

В  контексте нашего обсуждения интерес-
но было  бы проследить филогению ГЭПаз. 

Единственную опубликованную попытку филогене-
тического анализа ферментов этой группы мы об-
наружили в работе, вышедшей в свет 20 лет назад 
[46]. Поэтому в  рамках данного обзора на  основе 
сравнения последовательностей охарактеризован-
ных ГЭПаз и некоторых ХПП с другой специфич-
ностью мы  построили филогенетическое дерево, 

Рис. 9. Филогенетическое дерево химотрипсиноподобных протеаз. Ветви, соответствующие ГЭПазам, выделены 
цветом: оранжевый – компенсатор заряда в S1-сайте ферментов не выявлен, сиреневый – Lys216 в S1-участке, 
синий – α-аминогруппа N-концевого остатка в S1-сайте. ГЭПазы: Glu‑SFP из Str. fradiae, SEGEP из S. epidermidis, 
SWGEP из S. warneri, ScohGEP из S. cohnii, ScapGEP из S. caprae, BLGEP из B. licheniformis, BSGEP из B. subtilis, 
TS‑GSE из Thermoactinomyces sp., EFGEP из Ent. faecalis; ExhA, ExhB, ExhC и ExhD – эпидермолитические ток-
сины A, B, C и D из S. hyicus. NV‑pro – протеаза вируса Норфолк; HRV‑3C, HAV‑3C – протеазы 3C риновируса 
и вируса гепатита A человека; aLP – α-литическая протеаза Lysobacter enzymogenes; Sgt, SgpA, SgpB – трипсин, 
протеазы A и B Str. griseus; kall‑1, trypsin, nelast, cathG, granB – калликреин 1, трипсин 1, эластаза нейтрофилов, 
катепсин G, гранзим B человека; chymo, elast – химотрипсин A и эластаза 1 быка; tonin – тонин крысы. Вырав-
нивание последовательностей и построение дерева с использованием метода присоединения соседей осущест-
влены с помощью программы ClustalX 2.1 (www.clustal.org). Дерево визуализировано при помощи программы 
FigTree (tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Цифры соответствуют числу дендрограмм, в которых были пред-
ставлены индивидуальные бифуркации при бутстреп-анализе 1000 вариантов филогенетических деревьев
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которое представлено на рис. 9. Первое, что хочется 
отметить вслед за авторами работы [46], – складыва-
ется впечатление, что ГЭПазы возникали на эволю-
ционном древе ХПП по меньшей мере 2 раза. На это 
указывает наличие двух удаленных ветвей бакте-
риальных ГЭПаз, одна из которых включает белки, 
сходные с Glu‑V8 и ET, а другая соответствует фер-
ментам стрептомицетов. (Судить об эволюционном 
положении вирусных протеаз сложно, поскольку 
топология полученного дерева в части, касающейся 
этих белков, недостоверна.) Особенно показательно, 
что ГЭПазы стрептомицетов представляют собой 
лишь небольшой побег на ветви бактериальных про-
теаз с широкой специфичностью. Это наблюдение по-
зволяет предположить, что вероятность реализации 
глутаматной специфичности (как, впрочем, и любой 
другой) на базе химотрипсинового фолда достаточно 
велика. По-видимому, для этого достаточно модифи-
кации ключевых остатков S1-кармана (His213, Thr/
Ser190), обеспечивающих необходимую геометрию 
и  минимальные взаимодействия для  связывания 
остатков Glu/Gln. Однако такая базовая специфич-
ность, вероятно, требует «усиления», которое может 
быть достигнуто разными путями, в частности, вве-
дением компенсатора в S1-сайт, но эта возможность, 
как показывает анализ ферментов вирусов и стреп-
томицетов, не единственная. Ветвь, объединяющую 
все бактериальные ГЭПазы, кроме ферментов стреп-
томицетов, следует рассмотреть отдельно. Топология 
этой ветви ожидаемо соответствует таксономии бак-
терий-продуцентов. При этом ET и ферменты стафи-
лококков, подобные Glu‑V8, локализуются на одной 
общей ветви, т.е. они структурно ближе друг к другу, 
чем к остальным бактериальным ГЭПазам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенный нами анализ показывает, что все из-
вестные ГЭПазы относятся к структурному семей-
ству химотрипсина и имеют в целом сходное стро-
ение S1-субстратсвязывающего участка. При этом 
у ферментов этой группы существует несколько раз-
ных систем компенсации заряда субстрата. Отличия 
в механизмах распознавания отрицательного заря-

да коррелируют с различиями в архитектуре и пу-
тях процессинга предшественников, что, вероятно, 
определяется биологическими функциями соответ-
ствующих протеаз. Все это позволяет предположить, 
что ГЭПазы возникли на эволюционном древе ХПП, 
по крайней мере, дважды. В то же время мы вынуж-
дены констатировать, что имеющаяся в настоящее 
время информация о структуре и механизмах дей-
ствия ГЭПаз не позволяет до конца справиться с за-
гадкой их строгой субстратной специфичности.

Следует подчеркнуть, однако, что сегодня центр 
тяжести исследований ГЭПаз смещается от  из-
учения собственно ферментов к  анализу их био-
логических функций, как правило, в связи с пато-
генезом. Так, например, активно изучают участие 
ГЭПаз стафилококков в регуляции роста биопленок, 
что  определяется, в  первую очередь, надеждами 
на обнаружение новых средств борьбы со стафи-
лококковой инфекцией [116]. Интенсивно ведутся 
работы по изучению вирусных ГЭПаз, что связано 
с попытками создания эффективных противовирус-
ных препаратов. При этом ГЭПазы обычно не выде-
ляют из всего пула 3С-подобных протеаз в поисках 
универсальных ингибиторов процессинга вирусных 
полибелков. Инженерия ингибиторов требует экс-
тенсивного изучения белок-лигандных взаимодей-
ствий, что влечет за собой получение большого объ-
ема структурных данных (см., например, [76, 117]). 
Не прекращается изучение роли ГЭПаз в жизненном 
цикле вирусов [24, 118]. Отдельно следует отметить 
появление работ, посвященных изучению вирус-
ных 3С и 3С-подобных протеаз, в том числе и ГЭПаз, 
в качестве индукторов программируемой клеточной 
гибели [119–122]. Несомненно, исследования ГЭПаз 
в  медицинском контексте будут активно продол-
жаться. При этом важно подчеркнуть, что, посколь-
ку строгая субстратная специфичность является ос-
новой биологического действия ГЭПаз, в ходе таких 
исследований неизбежно будут получены новые дан-
ные, касающиеся ее структурных детерминант. 

Работа поддержана Российским научным фондом 
(грант № 14-14-00526).
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ВВЕДЕНИЕ
Наследственная природа болезни Хантингтона 
(БХ) была установлена и  описана Джорджем 
Хантингтоном в  его оригинальной рукописи поч-
ти полтора века назад [1]. БХ, наследуемая по ау-
тосомно-доминантному типу, обусловлена мута-
цией, которая приводит к увеличению количества 
CAG-повторов в гене белка хантингтина (Htt), ло-
кализованного на хромосоме 4p16.3. В результате 
данной мутации в  N-концевой области белка Htt 
увеличивается количество остатков глутамина (Q), 
что различными путями приводит к наблюдаемым 
патологиям [2]. В норме полиглутаминовый тракт со-
держит не более 35 остатков глутамина [3]. Для бо-
лезни Хантингтона характерна избирательная ги-
бель GABAергических нейронов стриатума [3], 
в то время как при болезни Паркинсона поражаются 
в основном дофаминергические нейроны черной суб-
станции [4], а при болезни Альцгеймера наблюдается 

преимущественная гибель нейронов гиппокампа [5]. 
На сегодняшний день известно несколько механиз-
мов, вносящих вклад в патогенез БХ, включая новые 
токсические свойства мутантного Htt (mHtt), одно-
временно с нарушением функций нормального Htt 
[6]. Данные изменения приводят к нарушению регу-
ляции транскрипции гена, кодирующего Htt [7], си-
наптической дисфункции и эксайтотоксичности [8, 
9], нарушению гомеостаза mHtt [10], дефектам вну-
триклеточного транспорта [11], митохондриальной 
дисфункции [12–14] и нарушениям кальциевой сиг-
нализации [15–17].

МАНИФЕСТАЦИЯ И ДИАГНОСТИКА БХ
Распространенность БХ достаточно велика: частота 
заболевания составляет примерно 1 : 1000000 у лю-
дей с азиатским и африканским происхождением 
и 5–10 : 100000 у лиц европеоидной расы, не считая 
множества людей, входящих в группу риска. У муж-
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РЕФЕРАТ Болезнь Хантингтона (БХ) – это тяжелое наследственное нейродегенеративное заболевание, 
характеризующееся моторной дисфункцией, снижением когнитивных способностей и психическими рас-
стройствами. БХ обусловлена мутацией в первом экзоне гена, кодирующего белок хантингтин, которая при-
водит к увеличению полиглутаминового тракта в N-концевой области хантингтина и развитию тяжелой 
нейродегенеративной патологии. Есть все основания рассматривать нарушение кальциевого гомеостаза 
в качестве одной из ключевых причин развития патологии, что объясняет повышенный интерес к данной 
проблеме специалистов в области молекулярной физиологии. Большое внимание уделяется созданию жи-
вотных моделей и пациент-специфичных индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (HDiPSC), 
имитирующих развитие заболевания. Несмотря на полуторавековую историю исследований БХ, необходи-
мо констатировать, что проблемы манифестации и диагностики данной патологии актуальны и по сей день. 
Перечисленные проблемы нашли отражение в настоящем обзоре.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА болезнь Хантингтона, кальций, нейродегенерация, хантингтин, индуцированные плюри-
потентные стволовые клетки (HDiPSC), SOC.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БХ – болезнь Хантингтона; ПМ – плазматическая мембрана; ЭР – эндоплазматиче-
ский ретикулум; [Ca2+] – концентрация ионов кальция; (HD)iPSC – (специфичные для БХ) индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки; InsP3 – инозитол-1,4,5-трисфосфат; InsP3R – рецептор инозитол-1,4,5-
трисфосфата; (m)Htt – (мутантный) хантингтин; Q – остаток глутамина; MSN – срединные шипиковые 
нейроны стриатума; SOC(E) – депо-управляемый кальциевый (вход).
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чин БХ встречается чаще, чем у женщин, проявляет-
ся преимущественно после 30 лет и обычно приводит 
к летальному исходу через 15–20 лет после появле-
ния первых симптомов. В то же время наличие длин-
ных полиглутаминовых трактов может быть при-
чиной ювенильной или даже инфантильной формы 
БХ. Мутации, увеличивающие длину глутаминовых 
повторов до 36–40Q, обладают неполной пенетрант-
ностью; повторы длиной более 41Q полностью пене-
трантны [18].

Длина полиглутаминового тракта в  mHtt пря-
мо коррелирует со степенью тяжести заболевания 
и в подавляющем большинстве случаев обратно кор-
релирует с возрастом появления первых симптомов 
[19]. Тем не менее, существует значительная вари-
абельность между ожидаемым и наблюдаемым воз-
растом манифестации [20]. Так, при одинаковой дли-
не полиглутаминового тракта, особенно в диапазоне 
40–44Q, возраст манифестации может отличаться 
на 20 лет [21]. Подобное различие можно объяснить 
присутствием ряда генетических модификаторов, 
регулирующих экспрессию как  Htt, так и других 
белков, и опосредующих таким образом повышенную 
чувствительность либо устойчивость к заболеванию. 
Например, полиморфизм S18Y в гене, кодирующем 
убиквитин-С-концевую гидролазу UCH-L1, связан 
с более поздней манифестацией БХ [22]. У пациен-
тов с мутацией M441T в гене белка, ассоциированного 
с Htt (Hap1), БХ проявлялась в более раннем возрас-
те за счет ослабления взаимодействия Hap1 с mHtt и, 
как следствие, повышения опосредованной Htt ток-
сичности [23]. Недавно показали, что однонуклеотид-
ный полиморфизм в промоторе гена Htt, расположен-
ный в сайте связывания с фактором NF-κB, снижает 
активность промотора и, как следствие, экспрессию 
Htt, что приводит к более поздней манифестации БХ 
[24].

Однако генетической мутации недостаточно 
как для прогнозирования индивидуального риска 
заболеваний, так и для оценки текущих физиологи-
ческих процессов в организме. Поэтому для разра-
ботки новых лекарственных средств, определения 
эффективности лечения и влияния факторов внеш-
ней среды важна идентификация биомаркеров про-
грессирования БХ, которые могут дать информацию 
о патологических процессах до проявления клини-
ческих симптомов. К недавним достижениям диагно-
стики можно отнести количественное определение 
уровня mHtt с помощью сверхчувствительного им-
мунологического анализа одиночных молекул в об-
разцах цереброспинальной жидкости лиц, несущих 
мутацию в этом гене [25].

Так как Htt экспрессируется практически во всех 
тканях организма, изменения, вызываемые mHtt, 

могут быть обнаружены даже в крови. Участие лей-
коцитов в иммунном ответе делает анализ крови иде-
альным способом выявления таких патологических 
процессов при БХ, как периферические воспаления. 
При БХ в крови увеличена экспрессия продукта гена 
Y гистонов семейства H2A [26]. В ходе клинических 
исследований показано, что экспрессия этого гена 
как в образцах крови, так и в тканях мозга при БХ 
в 1.6 раза выше, чем в контрольной группе. С помо-
щью технологий секвенирования нового поколения 
и Fluidigm выявлено пять генов, кодирующих потен-
циальные биомаркеры БХ, детектируемые в крови 
пациентов [27]. Установлена корреляция между ког-
нитивными нарушениями при БХ и уровнями пеп-
тидного гормона прокинетицина 2 (PROK2), участву-
ющего в регуляции циркадных ритмов [28]. Таким 
образом, PROK2 рассматривается как один из много-
обещающих маркеров прогрессирования БХ. В крови 
пациентов с БХ обнаружено также повышение уров-
ня мРНК аквапорина 9 [29].

Изменчивость клинического фенотипа БХ и по-
тенциальное влияние совокупности экологических 
и  фармакологических факторов приводят к  не-
обходимости комбинирования различных мар-
керов прогрессирования БХ. Снижение уровня 
N-ацетиласпартата (NAA) в тканях мозга считается 
достоверным индикатором дисфункции и гибели ней-
ронов и, что важно для клинической диагностики, мо-
жет быть измерено неинвазивно с помощью МРТ [30]. 
Оказалось, что у пациентов с ранней манифестацией 
БХ уровень NAA ниже, чем в контрольной группе. 
В то же время у них существенно повышен уровень 
миоинозита – маркера глиоза [31]. Связь между 
уровнем NAA и степенью тяжести заболевания от-
крывает возможность использования данного мета-
болита в качестве идентификатора нейрохимических 
реакций при оценке эффективности потенциальных 
терапевтических агентов.

В сыворотке крови при БХ увеличивается кон-
центрация вазопрессина, играющего важную роль 
в  гомеостазе жидкостей организма [32], а  также 
8-гидрокси-2-дезоксигуанозина (индикатора окис-
лительного повреждения ДНК); продуктов пере-
кисного окисления липидов (молочной кислоты, 
4-гидроксиноненала и малондиальдегида), что позво-
ляет рассматривать эти вещества как потенциальные 
биомаркеры [33]. В эритроцитах пациентов c БХ на-
блюдалось снижение уровня глутатионпероксидазы 
и Cu,Zn-супероксиддисмутазы [34], а в посмертных 
срезах мозга и образцах плазмы повышен уровень 
цитокинов, включая интерлейкины-4, -6, -8, -10, -23, 
TNF-α, а также кластерина [35].

Использование всех этих биомаркеров будет спо-
собствовать точной оценке эффективности новых ме-
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тодов лечения, повысит безопасность и эффектив-
ность доклинических и клинических испытаний.

БЕЛОК ХАНТИНГТИН
Развитие БХ обусловлено мутацией в  гене белка 
хантингтина. Хантингтин – белок с молекулярной 
массой около 350 кДа и полиглутаминовым трак-
том в  N-концевой области. В  той  же области на-
ходится обогащенный остатками пролина домен, 
участвующий в белок-белковых взаимодействиях 
и предохраняющий хантингтин от агрегации [36]. 
Схема расположения доменов хантингтина человека 
представлена на рис. 1.

В клетке хантингтин выполняет функции скаф-
фолд-белка, т.е. обеспечивает колокализацию взаи-
модействующих с ним белков, помогая им выполнять 
свои функции. С хантингтином взаимодействует мно-
жество белков (особенно с его N-концевой областью), 
осуществляющих самые разнообразные функции – 
от везикулярного транспорта и эндоцитоза до регу-
ляции транскрипции и апоптоза [37].

Молекула хантингтина выглядит как соленоид 
с гидрофобным кором, сформированным из состыко-
ванных HEAT-повторов. Эти повторы вместе с обо-
гащенным пролином участком принимают участие 
в белок-белковых взаимодействиях. Свое название 
НЕАТ-повторы получили по первым буквам в обо-
значениях четырех белков, в  которых они были 
впервые обнаружены (Huntingtin, Elongation factor 

3, PR65/A –субъединица фосфатазы 2А и липид-
киназа TOR) [38]. Структура коротких N-концевых 
фрагментов хантингтина изучена с помощью рент-
геноструктурного анализа [39] и методом ядерно-
го магнитного резонанса [40]. Недавно показали, 
что вторичная структура хантингтина меняется в за-
висимости от длины полиглутаминового тракта [41]. 
С помощью электронной микроскопии получены изо-
бражения нормального и мутантного хантингтинов, 
имеющих сферическую структуру с полостью [41]. 
Изображения Htt23Q и Htt78Q очень близки, одна-
ко влияние полиглутаминового тракта на структуру 
хантингтина предполагает, что при взаимодействии 
со своими белками-партнерами хантингтин может 
подвергаться значительным конформационным пе-
рестройкам [41]. Несмотря на сказанное, на сегод-
няшний день не до конца понятно, как связана струк-
тура хантингтина с его функциями, и как изменения 
его структуры в результате мутации приводят к на-
блюдаемым патологиям.

Считается, что БХ ассоциирована с отщеплением 
от мутантного хантингтина N-концевого фрагмента, 
который кодируется первым экзоном и  содержит 
polyQ-тракт. Отщепленный фрагмент накаплива-
ется в ядре, в то время как хантингтин дикого типа 
локализован в основном в цитозоле [42, 43]. Выбор 
и изменение места, где будет находиться хантингтин, 
определяются посттрансляционными модификаци-
ями [44]. Накопление агрегированных N-концевых 

Рис. 1. Белок хантингтин. Схема расположения основных доменов хантингтина человека. Показаны рolyQ – по-
лиглутаминовый тракт, PR – обогащенный пролином домен, ответственный за взаимодействие с множеством 
белков, набор HEAT-повторов, область расщепления протеазами и NES – фактор экспорта в ядро

норма 	 Набор сайтов для расщепления

патология
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фрагментов mHtt в ядре и ассоциированных с ними 
белков, таких, как различные транскрипционные 
факторы, белки теплового шока и компоненты проте-
асом, затрудняет выполнение ими своих нормальных 
функций и, как следствие, приводит к различным па-
тологиям в клетке [45].

К нейропатологическим маркерам БХ относят-
ся внутриклеточные включения, образованные 
N-концевыми фрагментами mHtt, обнаруженные 
при посмертном исследовании мозга пациентов с БХ, 
а также в животных и клеточных моделях БХ [42, 46, 
47]. Образование нерастворимых агрегатов при БХ 
не вызывает сомнения, однако многие исследования 
показывают, что этот процесс не связан непосред-
ственно с дегенерацией нейронов. Так, экспрессия 
mHtt в культуре нейронов стриатума показала нако-
пление нерастворимых белковых агрегатов, не кор-
релирующее с гибелью нейронов. Более того, умень-
шение внутриядерных включений mHtt совпадало 
с усилением нейродегенеративных процессов [48]. 
Изучение нейронов, экспрессирующих первый эк-
зон mHtt, также показало, что гибель нейронов кор-
релирует с увеличением длины полиглутаминового 
тракта и с количеством диффузного mHtt в клетке, 
в то время как накопление агрегатов лишь снижает 
количество растворенного mHtt и увеличивает та-
ким образом выживаемость нейронов [49]. Считается, 
что за амилоидную токсичность ответственны неста-
бильные, гетерогенные префибриллярные агрегаты, 
тогда как зрелые фибриллы представляют собой ста-
бильные и безвредные хранилища токсичных эле-
ментов [50].

Приведенные факты приводят к мысли, что об-
разование агрегатов при БХ не может быть един-
ственной причиной развития патологии, и выясне-
ние молекулярных причин БХ остается актуальной 
задачей.

МОДЕЛИРОВАНИЕ БХ
Для изучения молекулярных механизмов нейродеге-
нерации, равно как и для проведения исследований, 
связанных с поиском новых лекарств, исключитель-
но важным представляется создание адекватных мо-
делей заболевания. Так как БХ – это наследственное 
заболевание, обусловленное мутацией в единствен-
ном гене, существует возможность с помощью гене-
тических манипуляций создавать различные модели, 
достаточно точно воспроизводящие патологию забо-
левания (рис. 2).

Мыши R6/2 обладают устойчивым фенотипом, 
включающим нарушение координации и походки, ги-
поактивность и когнитивную дисфункцию. Возраст 
манифестации заболевания в данной модели – по-
рядка 4 недель [51]. У мышей R6/2 формируются 

агрегаты, содержащие внутриклеточные включения, 
аналогичные обнаруженным в биопсийных образцах 
тканей мозга пациентов с БХ [52]. Однако, несмотря 
на устойчивость фенотипа, R6/2 не могут служить 
точной моделью БХ, так как экспрессируют только 
N-концевой фрагмент мутантного белка. Тем не ме-
нее, мышей R6/2 широко используют для моделиро-
вания общих черт полиглутаминовых заболеваний, 
включая аномальную конформацию белка, обуслов-
ленную расширенным polyQ-трактом.

Трансгенные мыши YAC128 и BACHD, содержа-
щие 128Q и 97Q в полноразмерном мутантном бел-
ке соответственно, имеют более мягкий фенотип БХ 
по сравнению с фенотипом, наблюдаемым в модели 
R6/2 [53].

Самый слабый фенотип БХ имеют мышиные мо-
дели knock-in. Даже при экспрессии 150Q у мышей 
HdhQ150/Q150 выявлено меньше нарушений, чем 
у R6/2. У мышей HdhQ150/Q150 первые симптомы 
заболевания, включающие моторную дисфункцию 
и нарушение походки, появляются в более позднем 
возрасте [54].

Несмотря на то что мышиные модели основаны 
на мутации, вызывающей заболевание, в большин-
стве из них отсутствует стабильная потеря нейро-
нов, наблюдаемая у пациентов. Для преодоления этой 
проблемы требуются другие модельные организмы. 
Токсичность N-концевого фрагмента mHtt проявля-
ется ярче при использовании крупных млекопитаю-
щих, таких, как свиньи и обезьяны, тогда как у овец, 
экспрессирующих полноразмерный mHtt, отсутству-
ют выраженные фенотипические признаки заболе-
вания [55]. Однако, несмотря на ряд преимуществ, 
к существенным недостаткам этих моделей относят-
ся высокая стоимость и необходимость специального 
лабораторного оборудования для содержания.

Drosophila melanogaster и Caenorhabditis elegans 
также используются для  моделирования БХ. 
Преимуществом этих организмов является короткая 
продолжительность жизни и быстрое воспроизведе-
ние. Обнаружение у Drosophila ортолога Htt человека 
предполагает наличие у этих насекомых путей, не-
обходимых для нормального функционирования Htt, 
что делает Drosophila хорошей моделью для изучения 
БХ [56]. Еще одна интересная особенность Drosophila 
как модели БХ – возможность легко оценивать ней-
родегенерацию визуально. Сверхэкспрессия mHtt 
у Drosophila приводит к формированию агрегатов, ги-
бели нейронов и снижению выживаемости [57]. Кроме 
того, моделирование БХ на Drosophila позволяет вос-
произвести такие симптомы, как моторная дисфунк-
ция, ухудшение когнитивных способностей и памяти 
[58]. У C. elegans, экспрессирующих в мышечных клет-
ках polyQ-тракт, слитый с желтым флуоресцентным 
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белком (YFP), наблюдали формирование агрегатов, 
клеточную токсичность и паралич, прямо коррелиру-
ющие с возрастом и количеством повторов Q [59]. Обе 
упомянутые модели активно используются для те-
стирования потенциальных лекарственных средств 
против БХ. Однако столь далекие от человека моде-
ли не способны в полной мере воспроизводить карти-
ну, наблюдаемую у пациентов с БХ. Так, например, 
экспрессия фрагментов Htt с полиглутаминовыми 
трактами с 88 или 128Q в C. elegans приводила к зна-
чительной нейрональной дисфункции и утрате чув-
ствительности к прикосновению, не вызывая при этом 
гибели нейронов [60].

Достаточно часто используют дрожжевую модель 
БХ. Так, например, на дрожжах показаны различные 
патологические эффекты агрегации mHtt – наруше-
ние эндоцитоза, метаболизма триптофана, клеточно-
го цикла и деградации белков [61–63].

Существуют и негенетические животные модели 
БХ, основанные на использовании химических ве-
ществ (рис. 2). Так, например, 3-нитропропионовую 
и хинолиновую кислоты используют в качестве эк
сайтотоксических агентов в животных моделях БХ. 
Первое соединение является токсином, который дей-
ствует на митохондрии и индуцирует нейротоксич-
ность путем необратимого ингибирования сукцинат-
дегидрогеназы – ключевого фермента дыхательной 
цепи, ответственного за окисление сукцината в фу-
марат. Хинолиновая кислота является агонистом ре-
цептора N-метил-D-аспартата. Эксайтотоксичность, 
вызванную этими соединениями, изучали на срезах 
стриатума, сагиттальных срезах гиппокампа [64], 
а также на срезах гиппокампа трансгенных мышей 
R6/2 [65].

Необходимо отметить, что многие патологические 
проявления, наблюдаемые при БХ, могут быть из-

Рис. 2. Животные модели болезни Хантингтона

Генетические животные модели БХ

Трансгенные  
мыши

Knock-in мыши:

•�HdhQ97/Q97
•�HdhQ111/Q111
•�HdhQ150/Q150

Экспрессирующие 
полноразмерный mHtt:

•�YAC128
•�BACHD

Экспрессирующие N-концевой 
фрагмент mHtt:

•�R6/2
•�N171-82Q

Крупные 
млекопитающие

•�Обезьяны  
(rhesus Htt84Q-1exon)

•�Свиньи (N208-105Q)

Мелкие 
организмы

•�Drosophila melanogaster (Dsh108Q, 
Htt128Q-1-4exons)

•�Caenorhabditis elegans (Q-82 YFP) •�Дрожжи  
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учены на клеточном уровне (рис. 3). Клетки могут 
быть трансфицированы как полноразмерным mHtt, 
так и его фрагментами с различной длиной рolyQ-
тракта. Например, трансфекция клеток PC-12 пер-
вым экзоном mHtt приводила к локализации mHtt 
в ядре, изменению морфологии и экспрессии генов, 
а также к снижению выживаемости [66].

Получено большое количество иммортализован-
ных клеточных линий, моделирующих БХ, однако 
они позволяют выявлять далеко не все патологи-
ческие проявления БХ. Поэтому довольно часто 
используют первичные культуры нейронов, полу-
ченные из трансгенных мышей, моделирующих БХ 
[67–69], или нейроны, выделенные из животных ди-
кого типа с последующим введением вектора для экс-
прессии mHtt или его фрагмента [16].

Интересной и перспективной моделью БХ являют-
ся кортикостриатальные срезы мозга крысы, транс-
фицированные конструкциями, экспрессирующими 
mHtt человека. Эта модель имеет преимущество пе-
ред простыми клеточными моделями, поскольку она 
поддерживает постоянное взаимодействие между 

клетками, что важно при изучении патогенеза БХ 
[70]. Эта модель может быть использована для из-
учения действия потенциальных терапевтических 
агентов, эффективных при БХ.

Один из наиболее современных и многообещаю-
щих подходов к моделированию БХ и других ней-
родегенеративных заболеваний – использование 
пациент-специфичных индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток (HDiPSC), в которых му-
тантные формы хантингтина экспрессируются эн-
догенно. Разработаны протоколы дифференцировки 
iPSC в фенотип, сходный с фенотипом срединных 
шипиковых нейронов стриатума (MSN) [71–73] – 
клеток, наиболее уязвимых при БХ. Одним из пре-
имуществ HDiPSC является возможность изучения 
патологических процессов, связанных с экспрессией 
mHtt с небольшой длиной polyQ-тракта [73], которая, 
как правило, не вызывает патологических изменений 
в других моделях.

Экспрессия генов и белков в HDiPSC отличалась 
от экспрессии в контроле, наблюдались изменения 
в протеостазе, развитии нейронов, внутриклеточном 

Рис. 3. Клеточные модели болезни Хантингтона
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транспорте, метаболизме РНК и клеточном метабо-
лизме [74]. Кроме того, степень нарушения экспрес-
сии прямо коррелировала с длиной рolyQ-тракта. 
Дифференцированные из HDiPSC нейроны имели ас-
социированный с заболеванием фенотип, в том числе 
электрофизиологические изменения, изменения ме-
таболизма, клеточной адгезии и клеточной токсич-
ности. Клетки, содержащие самый длинный рolyQ-
тракт, были наиболее чувствительными к стрессу, 
например, к отсутствию в клеточной среде BDNF 
(Brain-derived neurotrophic factor). Изучение ней-
ронов, дифференцированных из HDiPSC, выявило 
изменения в активности лизосом [73, 75], фрагмен-
тации митохондрий [76] и работе репрессоров транс-
крипции [77].

Еще одна сфера использования HDiPSC – транс-
плантация клеток для «замещения» больных клеток. 
Предшественники нейронов, дифференцированные 
из iPSC, имплантировали крысам, моделирующим 
БХ. При этом наблюдали восстановление нормаль-
ного поведения [78]. Оказалось, что предшественники 
нейронов из HDiPSC в той же мере восстанавливали 
популяцию GABAергических нейронов стриатума 
и приводили к нормализации поведения крыс, однако 

в данном случае на длительных сроках наблюдений 
пересаженные клетки начинали проявлять пато-
логические свойства [78], что подчеркивает необхо-
димость предварительной генетической коррекции 
при проведении аутологической трансплантации.

НАРУШЕНИЕ ГОМЕОСТАЗА КАЛЬЦИЯ ПРИ БХ
Нарушения кальциевой сигнализации характерны 
для различных нейродегенеративных заболеваний, 
таких, как БХ, болезни Альцгеймера и Паркинсона, 
боковой амиотрофический склероз [16, 79–81]. 
На животных моделях БХ, созданных с использо-
ванием генетически доставляемого mHtt или инду-
цированных 3-нитропропионовой кислотой (3-NPA), 
показано, что нарушение кальциевой сигнализации 
является отличительной чертой БХ.

Влияние mHtt на  кальциевую сигнализацию 
в клетке происходит сразу по многим направлениям, 
включая взаимодействие с кальцийсвязывающими 
белками, мембранами митохондрий, регуляцию при-
тока кальция из внеклеточной среды и высвобожде-
ния кальция из внутриклеточных депо (рис. 4).

Среди главных участников нейрональной кальцие-
вой сигнализации можно выделить кальцийсвязыва-

Рис. 4. Нарушения кальциевой сигнализации в клетках, экспрессирующих mHtt. А – основные пути регуляции 
кальциевого гомеостаза в нормальных клетках. Зелеными стрелками показаны основные потоки кальция в нор-
ме. Б – влияние экспрессии mHtt на кальциевый гомеостаз в клетках. Красными стрелками выделены основные 
потоки, патологически нарушенные или потенциально нарушенные при БХ. Красным цветом также показаны 
изменения проницаемости митохондриальной мембраны и нарушения в экспрессии и функции кальцийсвязы-
вающих белков. Черными стрелками проиллюстрированы блоки кальциевой сигнализации, на которые влияет 
экспрессия mHtt. Обозначения на рисунках: ЭР – эндоплазматический ретикулум, NMDAR – рецептор N-метил-
D-аспартата, VGCC – потенциал-управляемые кальциевые каналы, SOC-канал – депо-управляемый кальциевый 
канал, InsP

3
R – рецептор инозитолтрисфосфата
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ющие белки, активирующиеся при связывании с Ca2+ 

и регулирующие уровень свободного Ca2+; белки, экс-
портирующие Ca2+ из цитозоля во внеклеточную сре-
ду (АТР-азы плазматической мембраны, Na+/Ca2+-
обменники) или в полость органелл (SERCA), а также 
кальциевые каналы, отвечающие за доставку Ca2+ 

в цитоплазму [82, 83].
mHtt взаимодействует непосредственно с каль-

цийсвязывающими белками [84], что может приво-
дить к повышению внутриклеточной концентрации 
Ca2+ и нарушению нормального функционирования 
этих белков [85]. В частности, взаимодействие mHtt 
с кальмодулином обнаружено в белковых комплек-
сах с большой молекулярной массой [84], а наруше-
ние этого взаимодействия оказывало нейропротек-
торный эффект [85, 86]. Одна из причин опасности 
длительного повышения уровня Ca2+ в цитозоле – 
активация кальпаина, Ca2+-активируемой цистеи-
новой протеазы, действие которой практически не-
обратимо. Кальпаин разрушает белки цитоскелета 
и другие примембранные белки. На Drosophila, моде-
лирующей БХ, показано, что подавление кальпаина 
предотвращает агрегацию и токсичность mHtt, сти-
мулируя аутофагию. Сверхэкспрессия кальпастати-
на – ингибитора кальпаина, увеличивает количество 
аутофагосом и благоприятно влияет на мышей, моде-
лирующих БХ, что делает этот процесс подходящим 
для разработки подходов к терапии БХ [87].

Важно отметить, что нарушение кальциевой сиг-
нализации при БХ происходит еще на уровне транс-
крипции, так как фрагменты mHtt влияют на из-
менение экспрессии некоторых генов кальциевого 
гомеостаза как в мышиных моделях, так и у пациен-
тов с БХ [6, 88]. Геномные исследования, проведенные 
на различных моделях БХ, выявили существенные 
различия в уровнях мРНК генов, кодирующих белки, 
участвующие во внутриклеточной Ca2+-регуляции, 
в  том числе таких кальцийсвязывающих белков, 
как парвальбумин, кальмодулин, кальбиндин, гипо-
кальцин; а также рианодиновый рецептор типа 1, ре-
цептор инозитолтрисфосфата (InsP

3
R1) и различные 

субъединицы потенциал-управляемых кальциевых 
каналов (VGCC) [88–91]. В частности, в мононуклеар-
ных клетках периферической крови при БХ снижен 
уровень мРНК кальциевого насоса саркоплазматиче-
ского ретикулума SERCA2 [92].

Недавно с  использованием анализа категорий 
генной онтологии выявили ряд генов, кодирующих 
белки кальциевой сигнализации, экспрессия кото-
рых нарушена в нейронах, дифференцированных 
из HDiPSС [73].

Нарушения транскрипции могут дополнительно 
усиливаться благодаря кальций-зависимым меха-
низмам контроля. Это может проявляться в резуль-

тате нарушений в кальций-зависимой регуляции 
активности и стабильности факторов транскрипции, 
а также изменения функций некоторых кальций
связывающих белков, например репрессора транс-
крипции DREAM (downstream responsive element 
antagonist modulator), который перемещается в ядро 
в ответ на увеличение [Ca2+] в цитозоле [93, 94]; и ко-
фактора LMO4, активность которого индуцируется 
притоком Ca2+ через VGCC [95].

Также при БХ увеличивается активность глута-
матных рецепторов, что приводит к значительному 
притоку кальция через плазматическую мембрану 
(ПМ) в цитозоль, нейрональным нарушениям и кле-
точной гибели. Обнаружена связь между полиглута-
миновой экспансией и чувствительностью нейронов 
к опосредованной глутаматом эксайтотоксичности 
[96]. Увеличение входа кальция в цитозоль через 
рецепторы NMDA (NMDAR) обусловлено потенци-
рующим влиянием mHtt на транспорт и встраива-
ние NMDAR в ПМ [97]. При этом различия в уров-
нях экспрессии и субъединичном составе NMDAR 
в разных клетках могут быть одной из причин, объ-
ясняющих селективную гибель MSN при БХ [98]. 
Фармакологическое ингибирование NMDAR ока-
зывало нейропротекторное действие на первичную 
культуру мышиных MSN, моделирующих БХ [99, 
100]. Необходимо также отметить, что мыши YAC128 
отличались повышенной экспрессией внесинаптиче-
ского NMDAR, что приводило к нарушению сигналь-
ных путей p38 MAPK и CREB, дисфункции и атро-
фии стриатума [101].

Показано также, что mHtt влияет на VGCC, свя-
зываясь непосредственно с вспомогательной α2/δ-
субъединицей VGCC [102]. Ассоциация N-концевого 
домена хантингтина (как мутантного, так и нормаль-
ного) с  каналообразующей CaV2.2-субъединицей 
VGCC N-типа приводит к замещению синтаксина 
1А, осуществляющего негативную регуляцию кана-
ла, и, как следствие, к увеличению активности VGCC 
N-типа [103]. Этот пример указывает на возможные 
физиологические функции отщепления N-концевого 
фрагмента от  нормального хантингтина, тогда 
как для понимания роли VGCC N-типа в патологии 
необходимы дальнейшие исследования. В то же вре-
мя возможную гиперфункцию VGCC при БХ под-
тверждают полученные на Drosophila результаты, 
показывающие, что удаление Dmca1D (белка, обра-
зующего у дрозофил пору VGCC L-типа) приводит 
к снижению нейродегенерации фоторецептора [104].

Сверхэкспрессия фрагментов mHtt в  клетках-
предшественниках нейронов стриатума (Q7/7) при-
водит к значительному снижению [Ca2+] в эндоплаз-
матическом ретикулуме (ЭР), в то время как [Ca2+] 
в цитозоле оставалась такой же, как в контроле [105]. 
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Аппликация циклопиазоновой кислоты индуцирова-
ла повышение выброса Ca2+ из ЭР в цитозоль в линии 
клеток стриатума, полученной из knock-in мыши-
ных эмбрионов, экспрессирующих mHtt с 111Q [106]. 
В  то  же время экспрессия mHtt в  клетках PC-12 
не приводила к статистически значимым изменениям 
в содержании кальция в ЭР [91].

Показано, что mHtt (но не Htt дикого типа) не-
посредственно взаимодействует с С-концевой ча-
стью InsP

3
R1, увеличивая его чувствительность 

к  InsP
3
 [107], тем самым способствуя оттоку Ca2+ 

из ЭР. Важная роль InsP
3
R1 в нейротоксичности, 

вызванной полиглутаминовой экспансией, под-
тверждена экспериментально на первичной культу-
ре MSN мышей, моделирующих БХ [99, 102], а так-
же на  D. melanogaster [108]. Установлено также, 
что пептид, дестабилизирующий взаимодействие 
между mHtt и InsP

3
R1, оказывает нейропротектор-

ное действие на клетки MSN, моделирующие БХ 
[109]. Кроме того, подавление экспрессии гена InsP

3
R 

уменьшает агрегацию mHtt [110], что подчеркивает 
важность взаимодействия двух белков в патогенезе 
БХ.

mHtt, взаимодействуя с InsP
3
R1 и влияя тем са-

мым на  содержание Ca2+ в  ЭР, может нарушать 
функции SOC (Store-Operated Calcium) каналов. 
Активация этих каналов происходит в ответ на по-
нижение концентрации кальция во внутриклеточ-
ных кальциевых депо, наиболее общим из которых 
является ЭР. Таким образом, результатом акти-
вации InsP

3
R1 будет не только опустошение депо, 

но и последующий депо-управляемый вход кальция 
через ПМ. При этом важно отметить, что наруше-
ние SOCE (SOC Entry) обнаружено при многих ней-
родегенеративных заболеваниях, включая болезнь 
Альцгеймера, спиноцеребеллярную атаксию и БХ 
[80, 111–113].

Нарушение SOCE может быть обусловлено изме-
нением уровня белков STIM1/2, содержащих доме-
ны типа EF-hand и выполняющих функции сенсоров 
кальция в просвете ЭР. Такие изменения могут быть 
вызваны нарушениями протеасомной деградации, 
которые наблюдаются при нейродегенерации [114].

Значительное увеличение SOCE обнаружено 
в клетках нейробластомы SK-N-SH, экспрессирую-
щих mHtt138Q [113]. Предположили, что значитель-
ное повышение SOCE в клетках, моделирующих БХ, 
опосредовано не изменением свойств каналов SOC, 
а увеличением их количества, однако, следует отме-
тить, что прямые экспериментальные доказательства 
этой гипотезы в дальнейшем не были представлены.

В клетках SK-N-SH, экспрессирующих не полно-
размерный mHtt, но его N-концевой фрагмент, так-
же наблюдалось значительное повышение SOCE. 

Дополнительно было показано, что для активации 
SOCE необходим белок STIM1. В условиях супрес-
сии STIM1 происходило снижение SOCE, причем 
регистрируемые токи можно было разделить на два 
типа: с высоким и низким потенциалом реверсии, 
что предполагает конкуренцию за взаимодействие 
со STIM1 SOC-каналов минимум двух типов [115]. 
Данные о том, что не менее двух различных белков 
опосредуют вход кальция по  депо-управляемому 
механизму, также получены на моделях БХ – клет-
ках нейробластомы мыши Neuro-2a и на первичной 
культуре нейронов стриатума мыши [16]. Используя 
методы локальной фиксации потенциала и  РНК-
интерференции, установили, что каналообразую-
щие белки Orai1 и TRPC1 совместно поддержива-
ют SOCE в клетках, экспрессирующих N-концевой 
фрагмент mHtt со 138Q, что может объясняться су-
ществованием гетеромерного канала, содержащего 
субъединицы Orai1 и TRPC1 [16]. Предположения 
о существовании такого гетеромерного канала вы-
сказывались еще в 2007 [116], однако в дальнейшем 
экспериментальных данных, подтверждающих этот 
тезис, опубликовано не было. В то же время пока-
зано, что вход кальция через каналы, образованные 
Orai1, необходим для встраивания белков TRPC1 
в ПМ [117]. Таким образом, можно предположить, 
что основной вклад в амплитуду депо-управляемых 
токов в клетках Neuro-2a, моделирующих БХ, вносят 
белки TRPC1, что подтверждается драматическим 
падением тока в условиях супрессии TRPC1. Однако 
в условиях супрессии Orai1 также наблюдалось зна-
чительное снижение амплитуды SOCE, что теперь 
можно объяснить не только уменьшением тока через 
Orai1, но и снижением TRPC1-опосредованной ком-
поненты тока вследствие нарушения трафика TRPC1 
на плазматическую мембрану [16]. Важность TRPC1 
в патогенезе БХ подтверждают результаты, согласно 
которым супрессия TRPC1 с помощью короткой ин-
терферирующей РНК оказывает значительный про-
текторный эффект на MSN мышей YAC128 в модели 
апоптоза, индуцированного глутаматом. При этом су-
прессия TRPC1 в нейронах мышей дикого типа прак-
тически не влияла на гибель клеток, опосредованную 
глутаматом [111].

Экспрессия N-концевого фрагмента mHtt в пер-
вичной культуре MSN также приводит к аномально 
большому депо-управляемому входу кальция в ци-
тозоль [16]. Эти результаты подтверждаются изме-
рениями внутриклеточной концентрации кальция 
с  помощью кальциевого зонда FURA-2 в  клетках 
MSN, выделенных из мышей YAC128 [111]. Более 
того, изучено действие на данные клетки соединения 
EVP4593 – блокатора сигнального пути NF-κB [111]. 
Известна тесная связь между активацией NF-κB 
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и депо-управляемым входом кальция [118, 119]. NF-
κB способен связываться с геном Htt и усиливать ак-
тивность его промотора в нейронах стриатума мыши 
[24]. mHtt также может связываться с одним из клю-
чевых ферментов сигнального пути NF-κB, IKK, уве-
личивая тем самым его активность [120].

Показано, что  соединение EVP4593 обратимо 
снижает аномально большой SOCE до  контроль-
ных значений как в  SK-N-SH, экспрессирующих 
mHtt с  138Q, так  и  в  MSN мышей YAC128 [111]. 
Аналогичный эффект EVP4593 оказывал на клетки 
MSN, экспрессирующие N-концевой фрагмент mHtt 
[16]. В настоящее время можно считать доказанным, 
что  соединение EVP4593 действует как  блокатор 
SOCE, необходимого для начальных этапов актива-
ции сигнальных путей NF-κB, однако поиски молеку-
лярной мишени EVP4593 продолжаются до сих пор.

Следует отметить, что EVP4593 обладает высоким 
терапевтическим потенциалом, поскольку оказыва-
ет нейропротекторный эффект при индуцированном 
глутаматом апоптозе MSN из мышей YAC128 и вы-
зывает положительный эффект в тестах на моторику 
на D. melanogaster, моделях БХ [111]. Как показали 
цитофлуориметрические измерения, инкубация кле-
ток Neuro-2а, моделирующих БХ, с EVP4593 приво-
дила к повышению выживаемости этих клеток [16].

На основе опубликованных данных можно пред-
положить, что нейропротекторный эффект EVP4593 
обусловлен существованием отрицательной обрат-
ной связи в  цепочке воздействия mHtt на клетку. 
Поскольку NF-κB способен связываться непосред-
ственно с Htt и усиливать активность его промотора 
[24], а EVP4593 блокирует проведение сигнала NF-κB, 
возможным результатом аппликации EVP4593 может 
стать снижение экспрессии mHtt и, как следствие, 
уменьшение его токсических функций. Тем не менее, 
для подтверждения подобного предположения требу-
ются дополнительные исследования.

Особый интерес представляет изучение влия-
ния экспрессии mHtt на SOCE, выполненное на БХ-
специфичных нейронах человека, дифференциро-
ванных из iPSC и экспрессирующих mHtt с низким 
количеством Q в тракте. Несмотря на то что поли-
глутаминовый тракт mHtt в этой модели заболева-
ния содержал всего 40–47Q, что находится на грани-
це с нормой, изменения в SOCE оказались столь же 
существенными, как и в других моделях, где длина 
тракта превышала 100Q [73]. При этом соединение 
EVP4593 снижало амплитуду SOCE как при патоло-
гии, так и в контроле, а также оказывало нейропро-
текторный эффект при воздействии ингибитора про-
теасом MG132 [73].

В целом, проведенные исследования показывают, 
что нарушения SOCE носят систематический ха-

рактер и наблюдаются в различных клеточных мо-
делях БХ (рис. 5) [16, 73, 111]. Данный факт может 
говорить о том, что нарушения SOCE предшеству-
ют, по-видимому, иным патологическим процессам, 
происходящим при БХ и, возможно, являются одним 
из центральных механизмов, лежащих в основе ней-
родегенерации. Таким образом, SOCE можно считать 
перспективной мишенью для разработки подходов 
к терапии БХ, а полученные на различных клеточ-
ных моделях данные позволяют надеяться на созда-
ние лекарственного средства на основе соединения 
EVP4593.

Предполагается, что  увеличение SOCE влияет 
непосредственно на способность митохондрий за-
пасать Ca2+, так как митохондрии находятся в не-
посредственной близости от области выброса Ca2+ 
из ЭР [121]. Митохондрия является одним из глав-
ных регуляторов внутриклеточного уровня Ca2+. 
При значительном увеличении [Ca2+] в цитозоле в не-
посредственной близости от митохондрии происхо-
дит активация низкоаффинного митохондриального 
Ca2+-унипортера (MCU), опосредуя приток Ca2+ в ма-
трикс. Митохондрии высвобождают Ca2+ с помощью 
Na+/Ca2+-обменника [122] или, в случае перегрузки 
кальцием, через мегапоры (PTP), активация которых 
приводит к скачку мембранного потенциала, разрыву 
наружной мембраны и высвобождению цитохрома c 
и каспаз, следствием чего является апоптотическая 
гибель клетки [123, 124]. Вовлеченность митохондри-
альной дисфункции в патогенез БХ подтверждается, 
в частности, тем, что 3-нитропропионовая кислота, 
используемая в качестве ингибитора комплекса II 
дыхательной цепи митохондрий, вызывает нару-
шения, характерные для БХ [125]. Еще одно дока-
зательство важной роли митохондрий в патогенезе 
БХ – нейропротекторный эффект ингибиторов про-
ницаемости митохондриальной мембраны, показан-
ный как на клеточных, так и на животных моделях 
[99, 126].

При экспрессии mHtt обнаружены также дефек-
ты митохондриальной морфологии. В клеточной ли-
нии, полученной из knock-in мышиных эмбрионов, 
экспрессирующих mHtt с 111Q, митохондрии более 
склонны к фрагментации по причине того, что на-
рушение [Ca2+] в цитозоле способствует усилению 
активности кальций-зависимой фосфатазы – каль-
цинейрина, дефосфорилирующей (и таким образом 
активирующей) белок Drp1, ответственный за деле-
ние митохондрий. В конечном счете, усиленная фраг-
ментация митохондрий увеличивает склонность кле-
ток к апоптозу [106].

Нарушения забуферивания Ca2+ и  кальцие-
вого обмена в  митохондриях зарегистрированы 
как на ранних, так и на поздних стадиях БХ, что ука-
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зывает на ключевую роль этих нарушений в пато-
генезе заболевания. Митохондрии, выделенные 
из клеток мозга пациентов с БХ и из клеток мышей, 
моделирующих БХ, более чувствительны к нагруз-
ке Ca2+ и склонны к образованию мегапор [127, 128]. 
Аналогичные результаты получены позднее на им-

мортализованной линии клеток-предшественников 
нейронов стриатума, полученной из knock-in мышей 
KI-HdhQ111 [129]. Тем не менее, восприимчивость ми-
тохондрий к кальциевой нагрузке воспроизводилась 
не во всех экспериментальных моделях. Например, 
стриатальные митохондрии, полученные из knock-

Рис. 5. Патологическое увеличение депо-управляемого входа кальция в различных клеточных моделях болезни 
Хантингтона. Средние вольт-амперные характеристики депо-управляемых токов, нормированных на емкость 
клеток на максимуме их развития: А – в клетках нейробластомы человека SK-N-SH, экспрессирующих полнораз-
мерный хантингтин 138Q, 15Q или пустой контрольный вектор [111]; Б – в клетках нейробластомы мыши Neuro-
2a, экспрессирующих первый экзон хантингтина, содержащий 138Q, 15Q или пустой контрольный вектор [16]; 
В – в клетках первичной культуры нейронов стриатума мыши MSN, экспрессирующих первый экзон хантингтина, 
содержащий 138Q, 15Q или пустой контрольный вектор [16]; Г – в нейронах человека, дифференцированных 
из Хантингтон-специфичных iPSC или из iPSC дикого типа [73]
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in мышей, экспрессирующих различные вариан-
ты mHtt (80, 92 или 111Q), из мышей R6/2, а также 
из мышей YAC128 были одинаково, а в некоторых 
случаях даже менее восприимчивы к Ca2+-нагрузке, 
чем контрольные образцы дикого типа [130, 131]. 
Кроме того, чувствительность митохондрий к Ca2+-
нагрузке в некоторых моделях БХ снижалась про-
порционально возрасту и длине polyQ-тракта [130], 
что предполагает наличие защитных компенсатор-
ных механизмов. Недавно проведенное изучение изо-
лированных митохондрий и стриатальных нейронов 
мышей R6/2 также выявило отсутствие дисфункции 
дыхательной цепи и повышенной чувствительности 
митохондрий к кальциевой нагрузке [132]. Таким об-
разом, роль митохондрий в патогенезе БХ остается 
дискуссионной, и необходимы дальнейшие исследо-
вания, направленные на выяснение молекулярных 
механизмов заболевания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на  длительную историю изучения БХ, 
проблемы манифестации, моделирования и изуче-
ния молекулярных основ заболевания остаются ак-
туальными. В данном обзоре рассмотрены клеточ-
ные и  животные модели, широко используемые 
при изучении патологических процессов при БХ, 
а также для скрининга потенциальных лекарствен-
ных средств. Особый интерес представляют модели, 
основанные на  эндогенной экспрессии мутантно-

го хантингтина в нейронах, дифференцированных 
из пациент-специфичных iPSC. Анализ современ-
ных публикаций позволяет сделать вывод о  том, 
что нарушения кальциевой сигнализации являются 
одним из центральных звеньев, опосредующих раз-
витие патологии и приводящих к гибели нейронов. 
Один из важнейших сегментов кальциевой сигнали-
зации, нарушенный при БХ, – депо-управляемый 
вход кальция, патологическое увеличение которого 
показано на многих упомянутых в обзоре моделях. 
Вероятно, нарушение содержания кальция в ЭР вку-
пе с сопряженным избыточным депо-управляемым 
входом кальция через ПМ может оказывать влияние 
на митохондрии, которые начинают активировать 
процессы клеточной гибели, будучи не в силах депо-
нировать излишки кальция.

Подводя итог, необходимо отметить, что изуче-
ние нейродегенерации является интенсивно раз-
вивающейся научной областью, что дает надежду 
на составление полной фундаментальной картины 
процессов нейродегенерации и разработку новых ле-
карственных средств, эффективных при таких за-
болеваниях, как БХ, болезнь Альцгеймера, болезнь 
Паркинсона и другие патологии. 
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ВВЕДЕНИЕ 
В результате проведенных за последние годы полно-
геномных исследований внутри- и межхромосомных 
взаимодействий установлено, что хромосомы чело-
века, мыши и дрозофилы организованы в большие 
топологические домены (ТАД) [1–4]. Внутри тополо-
гических доменов могут происходить дистанционные 
взаимодействия между промоторами, энхансерами 
и сайленсерами, что определяет регуляцию экспрес-
сии генов [5, 6]. Однако механизмы, обеспечивающие 
организацию и поддержание архитектуры хромосом, 
остаются почти неизученными [7]. Предполагается, 
что существует особый класс архитектурных белков, 
инактивация которых значительно влияет на распре-
деление меж- и внутрихромосомных контактов [8, 9]. 

У  позвоночных описан высококонсервативный 
транскрипционный фактор (ТФ) CTCF, который 

считается основным архитектурным белком хромо-
сом [10, 11]. Вместе с когезиновым комплексом CTCF 
участвует в организации границ топологических до-
менов, а также поддерживает дистанционные взаи-
модействия между регуляторными элементами вну-
три доменов [12–14]. Белок CTCF содержит кластер 
доменов цинковых пальцев C2H2-типа, часть из ко-
торых определяет высокоспецифичное связывание 
белка с ДНК. Белки с цинковыми пальцами C2H2-
типа (С2Н2-белки) появились рано в процессе эволю-
ции и найдены у многих эукариотических организмов 
[15, 16]. Многие из них структурно сходны с CTCF. 
С2Н2-белки можно разделить на три группы [17]: 1) 
белки, имеющие один-два или много С2Н2-доменов, 
распределенных неупорядоченно, 2) белки, содер-
жащие три С2Н2-домена, организованные в кла-
стер на С-конце, 3) белки, содержащие более трех 
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РЕФЕРАТ С появлением методов полногеномного анализа стало возможным широкомасштабное изучение 
распределения транскрипционных факторов на регуляторных элементах в геноме (энхансерах, промото-
рах, сайленсерах и инсуляторах), а также выявление ключевых принципов организации хромосом. Однако 
белковые факторы, отвечающие за архитектуру хромосом и организацию регуляторных доменов, остаются 
почти неисследованными. В настоящем обзоре предпринята попытка обобщить данные, которые касаются 
обширного класса белков, имеющих кластеры доменов цинковых пальцев С2Н2-типа (С2Н2-белки). К это-
му классу относится хорошо исследованный консервативный белок CTCF, ключевой, согласно современным 
представлениям, для формирования архитектуры хромосом позвоночных. Отличительными особенностями 
С2Н2-белков являются специфичное и эффективное связывание с уникальными длинными последователь-
ностями ДНК и быстрое распространение в процессе эволюции в пределах таксонов. Приведенные в обзоре 
данные позволяют предложить модель, согласно которой многие С2Н2-белки выполняют функции, сход-
ные с СTCF в организации архитектуры хромосом. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА KRAB-домен, ZAD-домен, SCAN-домен, CTCF, архитектурные белки, транскрипционные 
факторы. 
CОКРАЩЕНИЯ а.о. – аминокислотный остаток (при числе); С2Н2-белки – белки, содержащие кластеры 
цинковых пальцев С2Н2-типа; ТАД – топологически ассоциированные домены; ТФ – транскрипционный 
фактор.
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С2Н2-доменов в одном или нескольких кластерах. 
Наиболее хорошо описана группа консервативных 
ТФ с тремя С2Н2-доменами, многие из которых игра-
ют ключевую роль в регуляции экспрессии генов 
у всех высших эукариот [18, 19]. Настоящий обзор 
посвящен намного хуже исследованной группе ТФ, 
содержащих более трех C2Н2-доменов. 

СТРУКТУРА И ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ РОЛЬ ДОМЕНА 
С2Н2-ТИПА 
Цинковые пальцы типа C2H2 (Cys2-His2) – одни 
из наиболее часто встречаемых доменов в составе 
ТФ высших эукариот. Классический C2H2-домен 
длиной 28–30 а.о. состоит из β-шпильки (антипарал-
лельный β-лист, состоящий из двух β-тяжей) и сле-
дующей за ней α-спирали, которые формируют лево-
закрученную ββα-структуру (рис. 1А). Стабилизация 
структуры цинкового пальца достигается с помощью 
координационной связи атома цинка с двумя кон-
сервативными остатками цистеина с одного конца 
β-листа и двумя консервативными остатками гисти-
дина с С-концевой части α-спирали. Пары цистеи-
нов и гистидинов являются консервативными, так же 
как  гидрофобное ядро, формирующее α-спираль. 
Остальные аминокислотные остатки в составе C2H2-
доменов отличаются значительной вариабельностью.

Одной из первых была расшифрована структура 
комплекса из трех тандемно расположенных С2Н2-
доменов белка Zif268 млекопитающих [20]. Показано, 
что три цинковых пальца образуют полукруг, распо-
лагаясь в большой бороздке ДНК (рис. 1А). Каждый 
из трех С2Н2-доменов связывается с тремя-четырь-
мя нуклеотидами ДНК, используя аминокислоты 

в одних и тех же позициях α-спирали (рис. 1Б) – ар-
гинин в позиции –1, а также аминокислотные остат-
ки в позициях 2, 3 и 6. Биохимическое и структур-
ное изучение C2H2-доменов подтвердило ключевую 
роль аминокислот в этих позициях для специфич-
ного связывания с ДНК. Согласно канонической мо-
дели, аминокислоты в положении 6, 3 и –1 отвечают 
за узнавание первого, второго и третьего нуклеотида 
с 5’-конца соответственно, а аминокислота в позиции 
2 узнает четвертый нуклеотид, который находится 
на комплементарной цепи (рис. 1Б). 

Структурные исследования C2H2-доменов по-
зволили описать новый принцип распознавания 
ДНК. Отличительной особенностью белков с C2H2-
доменами является их специфическое связывание 
с длинными последовательностями ДНК (20–40 п.н.), 
что отличает этот класс белков от всех других ТФ, 
которые обычно узнают сравнительно короткие вы-
рожденные ДНК. Обычно тандемные С2Н2-домены, 
участвующие в  узнавании ДНК, разделены кон-
сервативными участками, состоящими из 5 а.о. [21]. 
Разработаны алгоритмы, которые позволяют с высо-
кой степенью вероятности предсказывать последо-
вательность, с которой может связываться кластер 
С2Н2-доменов, и, наоборот, подбирать комбинации 
С2Н2-доменов, узнающих целевые последовательно-
сти ДНК [22, 23]. Однако в больших кластерах (более 
трех С2Н2-доменов) интерференция между соседни-
ми С2Н2-доменами усложняет точное предсказание 
сайта связывания [24]. 

В отличие от универсального механизма взаимо-
действия С2Н2-доменов с ДНК, контакты с белками 
и РНК могут осуществляться с помощью разных ком-

Рис. 1. Модель специфичного связывания С2Н2-доменов с ДНК. А – кристаллическая структура комплекса трех 
цинковых пальцев белка Zif268 и ДНК [20]. Цветом обозначены аминокислотные остатки, участвующие в специ
фичном узнавании ДНК (–1 – зеленый, +2 – синий, +3 – красный, +6 – фиолетовый). Б – модель узнавания 
нуклеотидов сайта связывания аминокислотами α-спирали. Адаптировано из [24]
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бинаций аминокислот, что описано в других обзорах 
[25, 26]. Обычно С2Н2-кластеры находятся в центре 
или на С-конце белка. Большая часть белков, содер-
жащих С2Н2-кластер в центральном положении, 
не имеют других консервативных доменов. В то же 
время белки с кластером на С-конце часто содержат 
дополнительные N-концевые домены (рис. 2). У по-
звоночных можно выделить KRAB- и SCAN-домены, 
а  у  насекомых – ZAD-домен [27, 28]. Небольшая 
группа С2Н2-белков имеет на  N-конце консерва-
тивный ВТВ/POZ-домен. Этот домен часто встре-
чается в составе разных классов белков, поэтому 
мы исключили описание этой группы С2Н2-белков 
из  настоящего обзора. Обобщенную информацию 
по ВТВ-содержащим белкам можно найти в подроб-
ных обзорах [29, 30]. 

ТРАНСКРИПЦИОННЫЕ ФАКТОРЫ, СОДЕРЖАЩИЕ 
ТОЛЬКО КЛАСТЕР С2Н2-ДОМЕНОВ 
Группа ТФ, которые содержат только кла-
стер С2Н2-доменов, включает наиболее из-
ученный и консервативный белок CTCF (CCCTC-
связывающий фактор) [31], впервые описанный 
как негативный регулятор экспрессии гена myc [32]. 
Позже сайт связывания CTCF был найден в составе 
инсулятора, находящегося на границе β-глобинового 
локуса курицы [33]. Сайты связывания CTCF часто 
расположены на границах хромосомных районов 
с разным эпигенетическим статусом и транскрип-
ционной активностью, а также на границах топо-
логически ассоциированных доменов (ТАД), про-
странственно разделяющих хромосомы на районы, 

внутри которых происходит взаимодействие регу-
ляторных элементов [34–37]. 

Белок CTCF – один из немногих консервативных 
белков, содержащих кластер C2H2-доменов. Гомолог 
CTCF у дрозофилы (dCTCF) также часто находит-
ся на границах ТАД и в составе инсуляторов [38, 39]. 
В модельных трансгенных системах dCTCF поддер-
живает дистанционные взаимодействия между про-
мотором репортерного гена и активатором GAL4 [40, 
41]. На N-конце белка dCTCF обнаружен домен, спо-
собный к гомодимеризации (рис. 3А), который, веро-
ятно, нужен для поддержания дистанционных взаи-
модействий между удаленными друг от друга сайтами 
связывания белка dCTCF [42]. Попытки найти анало-
гичный димеризующийся домен в белках CTCF по-
звоночных пока не привели к результату. В in vitro 
экспериментах показано, что C-концевой домен CTCF 
связывается с кластером С2Н2-доменов [43]. Однако 
специфичность такого взаимодействия не доказана.

Согласно общепринятой модели, когезиновый ком-
плекс, необходимый для спаривания гомологичных 
хромосом в процессе клеточного деления [44], свя-
зывается с белком СТСF и участвует в поддержании 
специфичных дистанционных взаимодействий меж-
ду его сайтами в интерфазных хромосомах (рис. 3Б). 
В C-концевом домене СTCF человека картирован 
участок, который взаимодействует с одним из белков 
когезинового комплекса [44].

Связывание CTCF с ДНК, консервативное даже 
между насекомыми и млекопитающими, подробно 
изучено у многих высших эукариот [15, 45]. С2Н2-
домены 4–7 белка СTCF (рис. 3А) участвуют в свя-

Рис. 2. Соотно-
шение различных 
вариантов С2Н2-
белков у различ-
ных видов высших 
эукариот: человек 
(Homo sapiens), 
мышь (Mus mus-
culus), дикий бык 
(Bos taurus), курица 
(Gallus gallus), 
данио (Danio rerio), 
дрозофила (Dro-
sophila melanogas-
ter), малярийный 
комар (Anopheles 
darlingi), гладкая 
шпорцевая лягушка 
(Xenopus laevis). 
Данные получены 
из базы Uniprot 
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зывании с  основным консенсусным сайтом [46, 
47]. Примерно 20% сайтов содержат второй мотив 
из 10 п.н., для связывания с которым нужны С2Н2-
домены 9–11 [47, 48]. Предполагается, что второй мо-
тив, расположенный на расстоянии 5–6 п.н., увеличи-
вает стабильность связывания CTCF с ДНК. 

Транскрипционный фактор CTCF вовлечен во мно-
гие процессы, такие, как эмбриональное развитие, 
инактивация Х-хромосомы у самок, регуляция ре-
комбинации между генными кластерами при сбор-
ке зрелых генов иммуноглобулинов, регуляция аль-
тернативного сплайсинга [34–37, 49–51]. Показано, 
что CTCF взаимодействует с большим количеством 
белков (рис. 3А), таких, как Smad [52], факторы ос-
новного комплекса транскрипции TFII-I [53] и TAF-
3 [54], хеликаза р68, содержащая домен с DEAD-
боксом [55], нуклеофосмин, Kaiso [56], ТФ YB-1, YY1 
и Oct4 [57–59], хеликаза СHD8 [60], Su(z)12 – компо-
нент Polycomb-комплекса 2 (РRC2) [61], компонент 
Sin3A деацетилазного комплекса [62], CENP-E [48] 
и многие другие белки [49]. В большинстве случаев 
в белок-белковых взаимодействиях участвуют от-
дельные С2Н2-домены белка CTCF [49]. Вероятно, 
участие CTCF в различных процессах (активация 
и репрессия транскрипции, организация дистанцион-
ных взаимодействий, формирование ТАД) во многом 
определяется формированием альтернативных ком-
плексов с белками-партнерами.

Получены экспериментальные данные, показы-
вающие, что  с  СTCF связывается большое коли-
чество РНК, модулирующих его активность. РНК-
связывающий домен CTCF представляет собой 
комбинацию участка С-концевого домена и  двух 
С2Н2-доменов (10 и 11), которые in vitro неспеци-
фично узнают РНК [63, 64]. Предполагается, что вза-
имодействие с некоторыми РНК может увеличивать 
способность CTCF формировать мультимерные ком-
плексы [63] или снижать стабильность взаимодей-
ствия CTCF с  ДНК [11]. Активность CTCF также 
регулируется различными посттрансляционными 
модификациями: поли(ADP)-рибозилированием [65], 
фосфорилированием [66] и сумоилированием [67].

 Белок СТСF достаточно хорошо изучен и служит 
примером ТФ, включающего кластер С2Н2-доменов 
и неструктурированные N- и C-концевые участки. 
Большая часть других С2Н2-белков имеет анало-
гичную структуру, но при этом их функции и свой-
ства пока не исследованы. Можно предположить, 
что некоторые С2Н2-белки могут выполнять функ-
ции, сходные с CTCF. Интересно, что у дрозофилы 
мутанты по гену ctcf доживают до взрослой стадии, 
что предполагает присутствие в геномах насекомых 
других транскрипционных факторов, замещающих 
функции СTCF [42].

ТРАНСКРИПЦИОННЫЕ ФАКТОРЫ С КЛАСТЕРОМ 
С2Н2-ДОМЕНОВ И N-КОНЦЕВЫМ KRAB-ДОМЕНОМ
Около одной трети белков человека с  кластером 
C2H2-доменов содержат на N-конце KRAB-домен 
(Krüppel-associated box) (рис. 4А) [68]. В общей слож-
ности у человека найдено 742 разных С2Н2-белка 
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C2H2 цинковые пальцы
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Рис. 3. Сравнение структуры и свойств белков CTCF 
человека и дрозофилы. А – доменная структура 
белков CTCF человека и D. melanogaster. Отмечены 
домены, участвующие в белок-белковых взаимодей-
ствиях и узнавании ДНК. Белки СTCF дрозофилы [135] 
и человека [46] имеют похожие консенсусные сайты 
связывания. Б – механизм дистанционных взаимодей-
ствий при участии когезинового комплекса и белка 
CTCF
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с KRAB-доменом, которые кодируются 423 генами 
[69]. При этом 384 гена сгруппированы в 25 хромо-
сомных кластеров, и только 39 KRAB-С2H2-белков 
кодируются одиночно расположенными генами. 
Белки с KRAB-доменами обнаружены только у чет-
вероногих животных. Кластеризация на хромосомах 
и распространение в пределах крупных таксонов по-
зволяют предположить, что данное семейство генов 
произошло в результате дупликаций, которые закре-
пились в процессе эволюционного отбора [70]. KRAB-
домен состоит приблизительно из 75 а.о. и структур-
но может быть разделен на два субдомена – A и B, 
которые, как  предсказано, сворачиваются в  две 
амфипатические α-спирали (рис. 4Б). Субдомены 
KRAB-A и KRAB-B всегда кодируются отдельны-
ми экзонами. В результате альтернативного сплай-
синга образуются мРНК, кодирующие либо только 
субдомен KRAB-A, либо одновременно оба субдоме-
на – KRAB-A и KRAB-B, разделенные спейсером 
вариабельной длины. У человека белки KRAB могут 
содержать от 2 до 40 С2Н2-доменов. В отличие от ге-
нов других семейств, С2Н2-домены KRAB-белков 
чаще всего кодируются одним экзоном [71]. 

Белки KRAB-C2H2 широко представлены в гено-
мах четвероногих и многие из них участвуют в ре-
прессии транскрипции [70]. Универсальный и хорошо 
изученный механизм репрессии связан с привле-
чением белка КАР-1 (KRAB-Associated Protein-1), 
единственного описанного кофактора всех иссле-
дованных KRAB-белков, репрессирующих транс-

крипцию. KRAB-А-домен непосредственно вза-
имодействует с  КАР-1, который, в  свою очередь, 
служит платформой для привлечения репрессорных 
комплексов (рис. 4В). Пять аминокислот (рис. 4Б), 
консервативных во всех KRAB-A-доменах млеко-
питающих (DV в положении 6,7 и MLE в положе-
ниях 36–38), нужны для связывания KAP-1 [72, 73]. 
Функциональная роль KRAB-B-субдомена оста-
ется неизученной. Предполагается, что этот домен 
увеличивает эффективность привлечения КАР-1-
зависимого репрессорного комплекса [74]. На N-конце 
белка КАР-1 находится домен RBCC (Ring Finger/B 
box/Coiled-Coil), который обеспечивает связыва-
ние KAP-1 с  KRAB-доменом. Центральная часть 
КАР-1 содержит гидрофобный пентапептид, вза-
имодействующий с Сhromo-Shadow (СS)-доменом 
белка НР1. На С-конце белка расположены два PHD-
домена, которые рекрутируют комплексы, участву-
ющие в деацетилировании (NURD) и метилировании 
(SETDB1) гистонов [70, 75–77]. Репрессия, иниции-
руемая в районе связывания КRAB-C2H2-белков, 
может распространяться в окружающие участки ге-
нома на десятки тысяч нуклеотидов в результате по-
следовательного внесения метки Н3К9me3 и связы-
вания с ней репрессора НР1 [78–80]. Пик экспрессии 
белка КАР-1 приходится на ранние эмбриональные 
стадии, и репрессия транскрипции, осуществляемая 
KRAB-С2H2-белками, критична для  раннего эм-
брионального развития. На более поздних стадиях 
репрессия может поддерживаться в соматических 

Рис. 4. Структура 
и свойства KRAB-
домена. А – типичная 
доменная органи-
зация КRAB-C2H2-
белков. Б – структура 
KRAB-A – зеленым 
отмечены 5 а.о., кон-
сервативных во всех 
KRAB-A-доменах 
млекопитающих 
(DV в положении 6,7 
и MLE в положениях 
36–38) и необходи-
мых для связывания 
KAP-1 [PDB 1V65]. 
В – схема привлече-
ния КАР-1 и репрес-
сорных комплексов 
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клетках с помощью эпигенетических механизмов 
без непосредственного участия KRAB-C2H2-белков 
[81, 82].

Большая часть KRAB-С2Н2-белков видо- 
и  родоcпецифичны. У  некоторых позвоночных, 
птиц, ящериц и  лягушек KRAB-А-домен имеет 
множественные замены аминокислот, необходимых 
для взаимодействия с KAP-1 [31, 72]. Это можно объ-
яснить либо тем, что KRAB-домен у них выполняет 
другие функции, либо эти классы позвоночных име-
ют измененный KAP-1, который сохраняет способ-
ность взаимодействовать с KRAB-доменом. В целом, 
эволюционный анализ консервативности KRAB-
С2Н2-белков показал, что у позвоночных каждого 
класса происходило независимое формирование се-
мейства генов KRAB-С2Н2, что подтверждает высо-
кую эволюционную скорость появления новых генов 
этого класса. 

Известны только три гена KRAB-С2Н2, входящих 
в один кластер и общих для всех исследованных ви-
дов позвоночных. Эти гены кодируют С2Н2-белки, 
содержащие KRAB-домен с измененной структу-
рой, который перестает связывать репрессор KAP-
1 и участвует в стимуляции транскрипции [31, 83, 
84]. Наиболее интересен высококонсервативный 
ген Meisetz (PRDM9), который имеет не только мо-
дифицированный KRAB-домен, но  и  домен SET 
[85, 86]. С  помощью совместного действия SET- 
и KRAB-доменов происходит рекрутирование Н3К4-
метилтрансферазы, отвечающей за триметилирова-
ние гистона Н3 по лизину 4 (Н3К4me3). Модификация 
Н3К4me3 в области промоторов обычно коррелирует 
с активной транскрипцией. Биоинформатический 
анализ показал, что часть KRAB-домена, кодируе-
мого геном Meisetz, имеет гомологию с KRI-мотивом, 
присутствующим в геномах всех хорошо изученных 
эукариот, включая арабидопсис, рис, грибы и дрож-
жи [31, 86]. Широкое распространение мотива KRI 
предполагает, что KRAB-домен белка Meisetz мог 
произойти из этого мотива в результате присоеди-
нения дополнительных аминокислотных остатков. 
Приобрести функции репрессора KRAB-домен мог 
в результате случайных мутаций, которые позволи-
ли репрессору связываться с КАР-1, что закрепи-
лось в процессе эволюции. 

Экспериментально показано, что у позвоночных 
ТФ класса KRAB-С2Н2 играют важную роль во мно-
гих процессах эмбрионального развития, клеточ-
ной дифференцировки и пролиферации, регуляции 
клеточного цикла и апоптоза [70, 73]. Сайты связы-
вания KRAB-С2Н2-белков коррелируют с участка-
ми открытого (свободного от нуклеосом) хроматина, 
что объясняется связыванием с активными регуля-
торными районами генов [87]. Полногеномные иссле-

дования показывают, что белки KRAB-С2Н2 связы-
ваются с энхансерами и промоторами генов и могут 
в некоторых случаях активировать транскрипцию 
[88–90]. Способность KRAB-C2H2-белков активиро-
вать транскрипцию должна коррелировать с супрес-
сией взаимодействия KRAB-домена с белком КАР-1. 
Механизм такой супрессии пока остается неисследо-
ванным, но, вероятно, связан с обратимыми модифи-
кациями аминокислотных остатков KRAB-домена. 
Важную роль могут играть и С2Н2-домены, которые 
потенциально способны рекрутировать отдельные 
ТФ и целые комплексы, позитивно/негативно регу-
лирующие транскрипцию. 

Интересной функцией обладает уже описанный 
выше белок Meisetz (PRDM9), который экспрес-
сируется только в  гонадах млекопитающих [91]. 
Оказалось, что  большая часть горячих точек ре-
комбинации у млекопитающих содержит вероят-
ный сайт связывания белка PRDM9 [92]. Быстрые 
эволюционные изменения в  первичной структу-
ре С2Н2-доменов и их количестве привели к тому, 
что у разных млекопитающих PRDM9 связывает-
ся с разными нуклеотидными последовательностя-
ми ДНК [91, 93–96]. Связывание PRDM9 приводит 
к формированию свободного от нуклеосом района 
и модификации Н3К4me3 окружающих нуклеосом 
[97]. Предполагается, что комплекс SPO11, индуци-
рующий двухцепочечные разрывы, одновременно 
узнает гистоновую метку Н3К4me3 и непосредствен-
но связывается с белком PRDM9 [98]. 

Недавно была открыта новая функциональная 
роль KRAB-C2H2-белков в репрессии транскрипции 
чужеродной ДНК, прежде всего эндогенных ретро-
вирусов, мобильных элементов LINE и SINE [79, 87, 
99, 100]. Мобильные элементы составляют значитель-
ную часть генома млекопитающих, и репрессия их 
транскрипции жизненно необходима [101]. Разные 
KRAB-С2Н2-белки связываются с регуляторными 
областями мобильных элементов и  ретровирусов 
определенного типа и индуцируют их эпигенети-
ческую репрессию. Существует гипотеза, согласно 
которой вновь возникшие белки KRAB-С2Н2 закре-
пляются эволюционным отбором, так  как  играют 
критическую роль в подавлении экспрессии новых 
мобильных элементов, в то время как более консер-
вативные KRAB-С2Н2 участвуют в регуляции экс-
прессии клеточных генов [79]. 

Другим объяснением быстрой эволюции генов, 
кодирующих KRAB-С2Н2-белки, может быть их 
ключевая роль в контроле экспрессии генов, опреде-
ляющих развитие нервной [102] и кровеносной [103] 
систем у млекопитающих. Например, многие гены, 
кодирующие KRAB-С2H2-белки, специфичные 
для человека и приматов, активно транскрибируются 
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в мозге [102]. Однако не существует прямой корре-
ляции между количеством генов KRAB-С2Н2 и ус-
ложнением организма. Так, например, опоссум имеет 
в 2 раза больше генов KRAB-С2Н2, чем человек [31]. 
Можно надеяться, что появление новых технологий 
получения специфичных антител, полногеномного 
анализа и мутаций отдельных генов с помощью си-
стемы CRISPR/Cas9 позволит в ближайшем буду-
щем прояснить функциональную роль KRAB-С2Н2-
белков. 

ТРАНСКРИПЦИОННЫЕ ФАКТОРЫ С КЛАСТЕРОМ 
С2Н2-ДОМЕНОВ И N-КОНЦЕВЫМ SCAN-ДОМЕНОМ
SCAN-домен был впервые описан в  составе ТФ 
ZNF174 человека [114] (рис. 5А). В дальнейшем белки 
с доменами такого типа обнаружили и у представи-
телей ряда других классов позвоночных [104]. У че-
ловека, мыши и коровы найдено 71, 38 и 28 SCAN-
С2Н2-белков соответственно [94]. Гены, кодирующие 
SCAN-белки, обычно располагаются в геноме неболь-
шими кластерами (по два–семь) [104]. Находящиеся 
в кластерах SCAN-домены имеют более высокую 
степень гомологии между собой, что предполагает их 
появление в результате дупликации генов и последу-
ющей адаптивной эволюции. Примерно половина ге-
нов кодирует одновременно SCAN- и KRAB-домены 
и  обычно находится в больших кластерах вместе 
с генами, кодирующими только KRAB-C2H2-белки 
(рис. 5А) [27, 94]. 

Структура SCAN-домена имеет высокую степень 
сходства с С-концевыми доменами белка капсида 
вируса иммунодефицита человека [105] и белка Gag 
ретротранспозонов семейства gypsy/Ty3 [27]. На ос-
нове этих данных предположили, что исходно SCAN-
домены возникли из капсидных белков ретровирусов 

у низших позвоночных, далее в процессе эволюции 
этот домен приобрел новую функцию в составе ТФ, 
содержащих кластеры С2Н2-доменов [106]. KRAB-
домен в комбинации со SCAN-доменом присутству-
ет у млекопитающих и ящериц, но его нет у курицы 
и лягушки. 

На  сегодняшний день описаны пространствен-
ные структуры SCAN-доменов белков Zfp206 [107], 
PEG3 [108], ZNF24, ZNF174 [105] и MZF-1 [109], ко-
торые имеют высокую степень сходства (рис. 5Б). 
Особенности пространственной структуры можно 
рассмотреть на примере SCAN-домена белка Zfp206 
[107], который формирует антипараллельный гомо-
димер. Каждый мономер в составе гомодимера состо-
ит из пяти α-спиралей. Ядро внутренней поверхности 
гомодимера образуется упаковкой второй α-спирали 
одного мономера вокруг третьей и пятой α-спиралей 
противоположного мономера и наоборот. N-Концевая 
первая α-спираль обеспечивает дополнительные 
контакты одного мономера с  третьей α-спиралью 
противоположного мономера (рис. 5Б). Все SCAN-
домены могут гомодимеризоваться, но только не-
которые SCAN-домены способны образовывать 
гетеродимеры [104, 111–113]. Первая α-спираль 
SCAN-домена отличается наибольшей вариабель-
ностью последовательности гидрофобных аминокис-
лотных остатков и рассматривается как возможный 
кандидат, детерминирующий образование гетеро-
димеров между различными SCAN-доменами. Так, 
показана способность SCAN-домена белка Zfp206 
к гетеродимеризации с аналогичным доменом Zfp110 
[107]. Замена первой α-спирали на α-спираль гете-
рологичного SCAN-домена ZNF174 или ее удаление 
приводят к потере способности этих SCAN-доменов 
к гетеродимеризации. 

Рис. 5. Структура и свойства SCAN-домена. А – типичная доменная организация SCAN-C2H2- и SCAN-KRAB-
C2Н2-белков. Б – кристаллическая структура димера SCAN-домена белка Zfp206 [110]
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Известно, что КRAB-A-домен рекрутирует ре-
прессорный комплекс, тогда как  данные о  влия-
нии SCAN-домена на транскрипцию отсутствуют 
[104, 111]. Существуют только отрывочные све-
дения о  функциональной роли ТФ SCAN-C2H2. 
Например, ТФ ZNF263 человека, содержащий 
SCAN- и KRAB-домены и 9 С2Н2-доменов, преиму-
щественно связывается с промоторными областями 
и способен участвовать как в активации, так и в ре-
прессии транскрипции [89]. Другой представи-
тель семейства – белок ZNF658, также содержит 
SCAN- и KRAB-домены и участвует в активации 
экспрессии генов рРНК, которые транскрибируют-
ся РНК-полимеразой I [115]. Можно предположить, 
что основная функция SCAN-белков связана со спо-
собностью к формированию гомо- и гетеродимеров 
между SCAN-доменами.

ТРАНСКРИПЦИОННЫЕ ФАКТОРЫ С КЛАСТЕРОМ 
С2Н2-ДОМЕНОВ И N-КОНЦЕВЫМ ZAD-ДОМЕНОМ
ZAD (zinc-finger-associated domain)-домен (рис. 6А) 
обнаружен на N-конце С2Н2-белков многих члени-
стоногих [28]. У позвоночных найден только один бе-
лок, содержащий на N-конце структуру, имеющую 
сходство с ZAD-доменом [116]. В геномах Anopheles 
gambiae, Drosophila melanogaster и Apis mellifera 
(медоносная пчела) найдено 147, 98 и 29 ZAD-C2H2-
белков соответственно [116], тогда как у ракообраз-
ных (Daphnia pulex) обнаружено только четыре гена, 
кодирующих ZAD-подобные домены. Обычно гены, 
кодирующие ZAD-домены с более высокой гомологи-
ей, образуют небольшие кластеры. Предполагается, 
что эти гены возникли в результате множественных 
дупликаций исходных копий с последующим их за-
креплением в результате положительного отбора [28, 
116]. Вероятно, эволюционный процесс шел очень бы-

стро, так как только у нескольких белков ZAD-C2H2 
найдены очевидные гомологи у  удаленных друг 
от друга видов дрозофилы [116]. 

Размер ZAD-домена варьирует в  пределах 
71–97 а.о. Множественное выравнивание последова-
тельностей 32 членов семейства показало, что этот 
домен состоит из четырех консервативных блоков, 
соединенных варьирующими по длине районами [28]. 
Отличительной особенностью ZAD-доменов является 
присутствие двух инвариантных пар цистеинов, уча-
ствующих в координации иона цинка.

К настоящему моменту получена кристалличе-
ская структура только одного ZAD-домена белка 
Grauzone (Grau) [117], которая может быть прототи-
пом для всех ZAD-структур (рис. 6Б). N-Концевая 
часть ZAD-домена представляет собой глобулярную 
структуру вокруг иона цинка, а C-концевой стебель 
сформирован длинной α-спиралью 2 (α2), которая 
составляет почти одну треть от всех аминокислот 
в ZAD-домене. Сворачивание ZAD-домена в значи-
тельной степени зависит от координации ионом цин-
ка двух пар цистеинов, разделенных приблизитель-
но 50 а.о., что приводит к стягиванию участков β2-α2 
и N-конца к центру домена. 

В кристалле две молекулы ZAD-домена ассоции-
рованы в виде антипараллельного димера. Большая 
часть аминокислотных остатков, консерватив-
ных в  ZAD-семействе [28], отвечает за  контакты 
между двумя субъединицами. ZAD-домен Grau 
имеет отрицательно заряженную поверхность, 
что  указывает на  его неспособность связывать 
ДНК [117]. Предполагается, что основной функци-
ей ZAD-домена является образование гомодимеров 
С2Н2-белков [118]. ZAD-домены также участву-
ют в  регуляции ядерной локализации некоторых 
ZAD-С2Н2-белков [119]. 

Рис. 6. Структура и свойства ZAD-домена. А – типичная доменная организация ZAD-C2H2-белков. Б – кристалли-
ческая структура димера ZAD-домена белка Grau [117]
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Белки с  ZAD-доменами составляют пример-
но одну треть от  общего числа белков с  С2Н2-
кластерами и одну десятую часть от всех ТФ в ге-
номе D. melanogaster [28]. К настоящему моменту 
изучены функции только небольшой части ТФ ZAD-
С2Н2. Большинство ZAD-С2Н2-белков экспресси-
руются в процессе оогенеза и в раннем эмбриогенезе 
[116]. На важную функциональную роль ZAD-C2H2-
белков в процессе развития дрозофилы указывают 
результаты ряда исследований.

Белок, связывающий мотив 1 (Motif 1 Binding 
Protein, M1BP), экспрессируется на высоком уровне 
во всех тканях и на всех стадиях развития дрозофи-
лы и является ключевым в организации архитектуры 
более 2000 промоторов дрозофилы, имеющих харак-
терный мотив (T/C)GG(T/C)CACACTG [120]. 

В трансгенных линиях дрозофилы три ZAD-C2H2-
белка – Pita, ZIPIC и  Zw5 – проявляют свойства 
инсуляторных/архитектурных белков: блокируют 
взаимодействие между энхансером и промотором 
и  поддерживают дистанционные взаимодействия 
[118, 121–124]. ZAD-домены этих белков формиру-
ют только стабильные гомодимеры [118]. Интересно, 
что фрагменты ДНК, содержащие сайты связывания 
разных ZAD-C2H2-белков не поддерживают дистан-
ционные взаимодействия, что предполагает ключе-
вую роль димеризации ZAD-доменов в организации 
специфичных контактов между удаленными участ-
ками хроматина. Действительно, ZAD-домен белка 
ZIPIC нужен для поддержания дистанционных вза-
имодействий между активатором GAL4 и промото-
ром репортерного гена в дрожжах Saccharomyces 
cerevisiae [118]. Как и в случае М1BP, cайты связы-
вания белков ZIPIC, Pita и Zw5 преимущественно 
находятся в непосредственной близости от стартов 
транскрипции [118, 125], что предполагает архитек-
турную функцию этих белков в организации промо-
торов. Нуль-мутации в генах, кодирующих белки Pita 
и Zw5, приводят к поздней эмбриональной – ранней 
личиночной летальности, что указывает на важную 
роль этих белков в  процессе эмбрионального 
развития [121, 126]. 

Белок Grau экспрессируется на всех стадиях раз-
вития дрозофилы, он обнаруживается в ядрах пита-
ющих и фолликулярных клеток, окружающих ооцит 
[127, 128]. Мутации гена этого белка приводят к оста-
новке оогенеза на стадии II мейоза, что связано с ро-
лью Grau в активации промотора гена cortex, регули-
рующего мейоз в ооцитах [127, 128]. Белок Serendipity 
delta (Sry δ) связывается с промотором ключевого гена 
раннего эмбриогенеза bicoid и стимулирует его транс-
крипцию [129]. Нуль-мутации в гене sry δ проявляют-
ся как эмбриональные летали, что указывает на зна-
чимость Sry δ в раннем развитии дрозофилы [130]. 

Белок Trade Embargo (Trem) экспрессируется 
преимущественно в  половых клетках дрозофилы 
и, вероятно, выполняет сходную функцию с белком 
PRDM9 у млекопитающих [95, 97, 131]. Белок Trem 
определяет места посадки белка Mei-P22, который 
участвует в индукции разрывов на мейотических 
хромосомах [131]. Белок Mei-P22 вместе со своим 
партнером, Mei-W68, участвует в образовании двух-
цепочечных разрывов, инициирующих кроссинговер 
в процессе мейоза [132–134]. Согласно модели, Trem 
совместно с партнерами создает области открытого 
хроматина, которые привлекают с помощью специ
фичных белок-белковых взаимодействий комплекс 
Mei-P22/Mei-W68, индуцирующий двухцепочечные 
разрывы [131]. 

В  целом, имеющиеся данные показывают, 
что  группа ТФ ZAD-C2H2 играет важную роль 
в  организации структуры и  функциональной 
активности промоторов, рекрутировании белковых 
комплексов и формировании архитектуры хромосом. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В настоящее время нерешенными остаются многие 
вопросы, связанные с регуляцией транскрипции ге-
нов, организацией структуры регуляторных элемен-
тов и механизмами дистанционных взаимодействий. 
Также совершенно очевидно, что СTCF позвоночных 
не  может быть единственным и  ключевым ДНК-
связывающим белком, определяющим архитектуру 
хромосом позвоночных [7]. 

В отличие от хорошо изученных ТФ других клас-
сов, белки С2Н2 специфично связываются с длин-
ными участками ДНК, достигающими нескольких 
десятков пар нуклеотидов. Белки С2H2 могут эф-
фективно связываться с  ДНК в  виде мономеров, 
в отличие от большинства других ТФ, которые свя-
зываются с  короткими палиндромными последо-
вательностями как гомо- или гетеродимеры. Часть 
С2Н2-доменов в комбинации с неструктурирован-
ными участками С2Н2-белков может обеспечивать 
многообразные взаимодействия с белковыми ком-
плексами, отдельными ТФ и РНК. Таким образом, 
С2Н2-белки можно рассматривать в качестве пер-
спективных кандидатов на роль организаторов ар-
хитектуры регуляторных элементов, таких, как про-
моторы, энхансеры, инсуляторы и  сайленсеры. 
К сожалению, отсутствие достаточного количества 
экспериментальных данных не позволяет подтвер-
дить правильность этого предположения для позво-
ночных. С другой стороны, всесторонне изученный 
белок СTCF позвоночных обладает рядом свойств 
(специфичное связывание с сайтом на ДНК, фор-
мирование открытых участков хроматина, рекру-
тирование белковых комплексов, организация дис-
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танционных взаимодействий), которые могут быть 
экстраполированы на другие С2Н2-белки. 

Наконец, многие С2H2-белки имеют гомодимери-
зующиеся домены. Интересно, что у членистоногих 
и позвоночных произошло распространение разных 
доменов – ZAD и SCAN соответственно. Основное 
объединяющее свойство ZAD- и SCAN-доменов – их 
способность к преимущественному формированию 
гомодимеров. Показано, что гомодимеризующиеся 
ZAD-домены трех ZAD-C2H2-белков (Pita, ZIPIC, 
Zw5) определяют специфичность дистанционных 
взаимодействий [118]. Вероятно, аналогичными 
свойствами обладают и другие ZAD-C2H2-белки. 
Пока получены только отдельные данные о  роли 
SCAN-С2Н2-белков в организации активных про-
моторов позвоночных. Возможно, что, помимо ZAD- 
и SCAN-доменов, С2Н2-белки имеют и другие доме-
ны, способные к мультимеризации, как, например, 
N-концевой домен белка dCTCF дрозофилы [42]. 

Таким образом, имеющиеся фрагментарные дан-
ные уже сейчас позволяют предложить модель, 
согласно которой С2Н2-белки играют роль по-
средников в передаче информации от нуклеотид-
ной последовательности регуляторных элементов 
(промоторов, энхансеров, сайленсеров) к белковым 
комплексам, которые определяют свойства регуля-
торных элементов. Предполагается, что исследо-
вание отдельных представителей этого обширного 
класса ТФ, выяснение функциональной роли ZAD-
, SCAN- и KRAB-доменов, идентификация новых 
белков-партнеров и димеризующихся доменов по-
зволит оценить реальный вклад C2H2-белков в фор-
мирование архитектуры хромосом и структуры ре-
гуляторных элементов.  

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда (проект № 14–24–00166).
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ВВЕДЕНИЕ
Для снятия локальных напряжений ДНК-спирали 
в процессе репликации и транскрипции необходимо 
внесение одноцепочечных разрывов, которые осу-
ществляются топоизомеразой I (Top1) [1, 2]. Однако 
в результате различных повреждений ДНК (раз-
рывы цепи, повреждения азотистых оснований), 
а также под действием ингибиторов Top1 могут на-
капливаться ковалентные комплексы Top1-ДНК, 
в которых каталитический тирозин связан с 3’-кон-
цевым фосфатом [3, 4]. Восстановление исходной 
структуры ДНК и обеспечение репликации проис-
ходят в  результате гидролиза таких комплексов 
тирозил-ДНК-фосфодиэстеразой 1 (Tdp1) – важным 
ферментом репарации ДНК, обнаруженным у чело-
века и других эукариотических организмов [5–8].

Субстратом Tdp1 служит предварительно под-
вергшийся протеолизу комплекс Top1-ДНК, в кото-
ром Top1 представлена коротким пептидным фраг-
ментом [9]. Tdp1 обладает широкой субстратной 

специфичностью, поскольку Top1 вносит разрывы 
на различных участках цепи ДНК (хотя предпочте-
ние отдается 3’-фосфодиэфирной связи тимидина) 
[10]. Активный центр Tdp1 располагается в  цен-
тральной части субстратсвязывающей бороздки. 
Узкий участок бороздки с одной стороны от актив-
ного центра положительно заряжен и  участвует 
в связывании цепи ДНК. Более широкий участок бо-
роздки с другой стороны связывает пептидный фраг-
мент субстрата. В активном центре Tdp1 положение 
3’-фосфатной группы субстрата стабилизируется 
водородными связями с остатками Lys265 и Lys495. 
Предполагается, что карбоксамидные группы Asn283 
и Asn516 также вовлечены в связывание фосфата 
[11, 12]. Расщепление фосфодиэфирной связи между 
3’-фосфатом и остатком тирозина осуществляется 
с участием боковых цепей His263 и His493 по меха-
низму S

N
2 (рис. 1) [13, 14]. В результате нуклеофиль-

ной атаки His263 образуется переходное состояние 
с фосфатом в конформации тригональной бипирами-
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РЕФЕРАТ Фермент репарации тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1 (Tdp1) является потенциальной молеку-
лярной мишенью для противоопухолевой терапии. С использованием методов квантовой и молекуляр-
ной механики создана модель Tdp1 человека, учитывающая ионизационные состояния аминокислотных 
остатков активного центра и их взаимодействие с субстратом и конкурентными ингибиторами. В активном 
центре фермента идентифицированы полости, обеспечивающие связывание олигонуклеотида и фосфоти-
розина и представляющие интерес для дизайна ингибиторов. При помощи разработанной молекулярной 
модели обнаружены новые ингибиторы Tdp1, сульфогруппа которых способна занимать положение 3’-фос-
фатной группы субстрата с образованием водородных связей с Lys265, Lys495 и другими аминокислотными 
остатками участка связывания фосфотирозина. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА докинг, ингибитор, молекулярное моделирование, тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ Tdp1 – тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1; Top1 – топоизомераза I; КМ – квантово-
механический; MM – молекулярно-механический.
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ды (в апикальных вершинах располагаются Nε2-атом 
His263 и  тирозильный кислород). Остаток His493 
выступает в роли донора протона для остатка тиро-
зина в составе уходящей группы. Протонирование 
Nδ1-атомов His263 и His493 стабилизируется водород-
ными связями с боковыми цепями Glu538 и Gln294 
соответственно. При этом непротонированное со-
стояние Nε2-атома His263 может быть обусловлено 
близким расположением заряженных аминогрупп 
Lys265 и Lys495, а заряженное состояние His493 – 
близостью боковой цепи Asp288.

Камптотецин и его производные (иринотекан, то-
потекан) вызывают образование необратимых ко-
валентных комплексов Top1-ДНК и  используют-
ся для  повреждения ДНК опухолевых клеток [3]. 
Подавление репарации таких комплексов с помощью 
ингибиторов Tdp1 является перспективным путем 
усиления противоопухолевой активности кампто-
тецинов, что подтверждается чувствительностью 
TDP1-дефицитных клеток к химиотерапии [15–17]. 
Хотя известно несколько соединений, подавляю-
щих активность фермента, разработка лекарствен-
ных средств на основе ингибиторов Tdp1 пока дале-
ка от доклинической или клинической стадии. Так, 
ванадат-ион VO

4
3-, образующий координационную 

связь с His263 и имитирующий переходное состоя-
ние реакции, был использован при изучении меха-
низма действия фермента и получении кристаллов 
комплексов Tdp1 с различными олигонуклеотида-
ми и пептидными фрагментами [10, 13]. Вещества, 
ингибирующие Tdp1, обнаружены путем in vitro 
скрининга библиотек низкомолекулярных соедине-
ний среди стероидных производных [18], инденоизо-
хинолинов [19, 20], миметиков фосфотирозина [21], 
тиоксотиазолидинонов [22], бензопентатиепинов [23] 
и диазаадамантанов [24]. Перечисленные соединения 
предположительно конкурируют за участок связы-
вания субстрата, однако структуры фермент-инги-
биторных комплексов неизвестны и не вполне по-
нятна природа специфических взаимодействий этих 
веществ с остатками активного центра. Исследование 
взаимодействия некоторых ингибиторов с  Tdp1 
с использованием молекулярного докинга привело 
к противоречивым результатам, которые плохо со-
гласуются с экспериментальными данными по инги-
бирующей активности соединений [25, 26]. Это дает 
основание предположить, что модели белка, постро-
енные на основе кристаллических структур, нужда-
ются в уточнении и дополнительной оптимизации. 
В нескольких работах при оценке состояния иони-
зации боковых цепей гистидина [22] и лизина [18, 27] 
в активном центре не учитывали их молекулярное 
окружение и механизм реакции, что также ставит 
под вопрос достоверность моделирования. Очевидно, 

что  для  изучения участков связывания потенци-
альных ингибиторов и адекватного описания взаи-
модействий необходима качественная модель Tdp1 
человека, которая учитывала  бы все особенности 
структурной организации активного центра. Целью 
настоящей работы было построение молекулярной 
модели Tdp1 с использованием гибридных методов 
квантовой и молекулярной механики и ее апробиро-
вание для компьютерного скрининга конкурентных 
ингибиторов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Создание модели белка
Молекулярную модель Tdp1 человека конструиро-
вали на основе кристаллической структуры 1nop 
(цепи А, C, D) [14]. Координаты неразрешенных пе-
тель в белке восстанавливали с помощью програм-
мы Swiss-PDBViewer 4.1 (осуществляет наложение 
структур) [28] и веб-сервера ModLoop (предсказы-
вает положение недостающих тяжелых атомов) [29]. 
Координаты петли 425–434 перенесли из структуры 
1qzq после ее наложения на 1nop, а координаты пет-
ли 560–567, которая отсутствует во всех структурах 
Tdp1, были предсказаны по аминокислотной после-
довательности.

Далее с   использованием AmberTools   1 .2 
(http://ambermd.org) и пакета Amber 12 [30, 31], 
установленного на суперкомпьютере МГУ [32], мо-
делировали фермент-субстратный комплекс Tdp1. 
Молекулу субстрата конструировали на  основе 
структурного аналога из 1nop (ковалентный ком-
плекс олигонуклеотид–ванадат–пептид), для чего 
атом ванадия заменили на фосфор. Для молекуляр-
но-механического описания фосфотирозинового 
участка в молекуле субстрата использовали пара-
метры из базы данных AMBER parameter database 
[33]. Остальные части субстрата и белок описывали 
с использованием силового поля ff99SB [34]. В струк-
туру фермент-субстратного комплекса добавля-
ли атомы водорода и помещали в ячейку воды (мо-
дель растворителя TIP3P, минимальное расстояние 
от белка до края ячейки – 12 Å). Для нейтрализации 
положительного суммарного заряда, обусловленного 
ионогенными группами белка и субстрата, в ячейку 
добавляли ионы хлора. Минимизацию энергии полу-
ченной системы проводили в две стадии. На первой 
стадии (2500 шагов по методу наискорейшего спу-
ска, затем 2500 шагов по методу сопряженных гра-
диентов) координаты белка и субстрата фиксирова-
ли позиционными ограничениями 2 ккал/(моль∙Å2) 
на тяжелых атомах. На второй стадии (5000 шагов 
наискорейшего спуска, 5000 шагов по методу сопря-
женных градиентов) систему разделяли на кванто-
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во-механический (КМ) и молекулярно-механический 
(ММ) регионы. КМ-регион, включающий фрагмент 
субстрата и боковые цепи His263 и His493 (см. рис. 1), 
описывали полуэмпирическим гамильтонианом RM1 
[35, 36] c использованием линкерных атомов на гра-
нице региона. Расчеты проводили с использованием 
периодических граничных условий и метода PME 
(Particle Mesh Ewald) для учета дальнодействующих 
электростатических взаимодействий.

Поиск связывающих карманов в  полученной 
структуре Tdp1 осуществляли с помощью программ 
fpocket 2.0 и pocketZebra [37, 38], полости определяли 
в виде кластеров альфа-сфер (сферы, контактирую-
щие с четырьмя атомами и при этом не содержащие 
внутренних атомов). Для детектирования полостей 
небольшого размера минимальное число альфа-сфер 
в полости уменьшали с 35 до 30, а максимальное рас-
стояние между альфа-сферами на этапе кластери-
зации уменьшали с 2.5 до 2.4 Å. При поиске полостей 
не принимали в рассмотрение атомы водорода.

Компьютерный скрининг
Компьютерный скрининг ингибиторов Tdp1 
проводили среди низкомолекулярных соеди-

нений из  коммерческой библиотеки Vitas-M 
(http://www.vitasmlab.com). Протонирование 
и оптимизацию структуры соединений проводи-
ли согласно ранее описанной методике [39]. С ис-
пользованием программы ACD/Spectrus DB 14.0 
(http://www.acdlabs.com) из библиотеки отобрали 
соединения, содержащие сульфогруппу и удовлет-
воряющие правилу трех (молекулярная масса < 
300, log P ≤ 3, доноры водородной связи ≤ 3, акцеп-
торы водородной связи ≤ 3, вращаемые связи ≤ 3) 
[40, 41]. Из модели фермент-субстратного комплек-
са Tdp1 удаляли субстрат и молекулы воды, с по-
мощью программы Lead Finder 1.1.15 [42, 43] стро-
или потенциальную решетку (карту потенциала 
взаимодействия), охватывающую область актив-
ного центра. После этого проводили молекулярный 
докинг соединений в активный центр Tdp1 с ис-
пользованием генетического алгоритма в режиме 
extra precision. Полученные структуры комплек-
сов с ингибиторами оптимизировали по методике, 
примененной к фермент-субстратному комплексу 
Tdp1. При этом КМ-регион включал молекулу ин-
гибитора и боковые цепи His263 и His493, молеку-
лярно-механические параметры ингибиторов бра-
ли из силового поля GAFF [44]. Найденные позиции 
визуализировали с помощью программы VMD 1.9.2 
[45]. 

Измерение ферментативной активности
Рекомбинантный белок Tdp1 человека экспрессиро-
вали в системе Escherichia coli и выделяли соглас-
но [46]. Плазмида pET 16B Tdp1 была предоставле-
на д-ром К.У. Кальдекотт (Университет Сассекса, 
Великобритания). Фермент очищали хроматогра-
фией на  никелевом сорбенте NTA-Ni2+-сефароза 
CL-6B с последующей доочисткой на фосфоцеллю-
лозе P-11. Ферментативную активность измеряли 
с использованием сконструированного ранее био-
сенсора 5’-(5,6 FAM-aac gtc agg gtc ttc c-BHQ1)-3’, 
где FAM – флуорофор, BHQ1 – тушитель флуорес-
ценции [23, 47]. Определение активности Tdp1 по от-
щеплению 3’-концевого заместителя BHQ1 прово-
дили в следующих условиях: 50 мM Tрис-HCl, pH 
8.0, 50 мM NaCl, 7 мM β-меркаптоэтанол, 50 нM био-
сенсор, 1.3 нM Tdp1, 26°C. Скорость реакции при раз-
личных концентрациях ингибиторов STK370528 
(Sigma-Aldrich) и STK376552 (Vitas-M Laboratory, 
Ltd.) измеряли на флуориметре POLARstar OPTIMA 
(BMG LABTECH, Германия). Измерения проводили 
в двух независимых экспериментах. Значения IC

50
 

(концентрация ингибитора, при которой активность 
фермента снижается на 50% [48]) определяли с по-
мощью программы MARS Data Analysis 2.0 (BMG 
LABTECH).

Рис. 1. Строение активного центра Tdp1. Остатки 
Lys265, Asn283, Lys495 и Asn516 участвуют 
в связывании фосфатной группы субстрата. 
В ходе реакции осуществляется нуклеофильная 
атака остатком His263 и перенос протона с His493 
на уходящую группу. Серым цветом показан 
квантово-механический (КМ) регион, заданный 
при проведенном нами моделировании фермент-
субстратного комплекса

Тимин
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Модель белка
При построении молекулярной модели Tdp1 чело-
века для поиска конкурентных ингибиторов необхо-
димо было выбрать подходящую кристаллическую 
структуру фермента, учесть ионизационные свой-
ства важных для катализа аминокислотных остат-
ков, а также воспроизвести оптимальную для вза-
имодействия с  субстратом конформацию этих 
остатков. В базе данных Protein Data Bank представ-
лены структуры апоформы Tdp1 (PDB ID 1jy1, 1qzq), 
а также комплексов с различными аналогами пере-
ходного состояния (1mu7, 1mu9, 1nop, 1rff, 1rfi, 1rg1, 
1rg2, 1rh0, 1rgt, 1rgu). В качестве исходной структу-
ры для моделирования был выбран комплекс с ана-
логом, наиболее близким по строению к природному 
субстрату, 1nop, в котором ванадат ковалентно свя-
зан с каталитическим остатком His263. В результате 
замены атома ванадия на фосфор получили стар-
товую структуру субстрата, представляющего оли-
гонуклеотид 5’-GTT-3’, присоединенный к пептиду 
KLNYL через боковую цепь тирозина.

Важным этапом моделирования было восстанов-
ление неразрешенных петель 425–434 и  560–567, 
поскольку для дальнейшей оптимизации структуры 
необходима белковая цепь без разрывов. К струк-
туре Tdp1 с достроенными петлями добавили ато-
мы водорода, при этом в боковой цепи His263 водо-
род был присоединен к Nδ1-атому, а боковые цепи 
His493, Lys265 и Lys495 были заряжены. Координаты 
субстрата и добавленных атомов водорода оптими-
зировали с помощью двухстадийной минимизации 
энергии. На первой стадии провели молекулярно-
механическую минимизацию с целью удаления наи-
больших напряжений в системе. На второй стадии 
для более точного описания взаимодействия субстра-
та с каталитическими остатками His263 и His493 ис-
пользовали полуэмпирический гамильтониан RM1, 
эффективность которого была показана при симуля-
ции биологических молекул [49, 50]. В табл. 1 при-
ведены наиболее важные межатомные расстояния 
в активном центре стартовой и оптимизированной 
модели Tdp1. Исходное положение атомов фосфа-
та в стартовой модели соответствует координатам 
ванадата в его комплексе с ферментом, являющем-
ся аналогом переходного состояния. В результате 
оптимизации структуры фосфат приобретает те-
траэдрическую конфигурацию, а расстояние меж-
ду фосфором и His263 увеличивается с 2.0 до 2.7 Å, 
что означает переход активного центра в основное 
состояние. Водородные связи фосфатной группы 
с другими остатками не претерпевают существенных 
изменений. Это свидетельствует о том, что как в ос-

новном, так и в переходном состоянии в связывании 
субстрата участвуют боковые цепи Asn283 и Asn516, 
которые вместе с  заряженными аминогруппами 
Lys265 и Lys495 образуют сеть водородных связей 
с 3’-фосфатной группой. После удаления субстрата 
из оптимизированной структуры получили модель 
Tdp1 для докинга низкомолекулярных соединений, 
в которой ориентация остатков активного центра спо-
собна обеспечить множественные взаимодействия 
с конкурентными ингибиторами.

Анализ поверхности субстратсвязывающей бо-
роздки в модели Tdp1 позволил определить важные 
участки взаимодействия с потенциальными ингиби-
торами. Можно выделить две полости, обеспечива-
ющие связывание олигонуклеотида и фосфотиро-
зина, на границе которых располагаются боковые 
цепи His263 и Asn516 (рис. 2). Полость связывания 
олигонуклеотида представляет собой обширный 
участок, площадь поверхности которого составля-
ет 666 Å2. Среди аминокислотных остатков на этом 
участке можно отметить пары Ser400–Ser518 
и  Ser403–Ala520, которые участвуют в  связыва-
нии второй и третьей фосфатной группы с 3’-конца. 
Полость связывания фосфотирозина существенно 
меньше по размеру (206 Å2), но при этом в ее форми-
ровании принимают участие все ключевые остатки 
активного центра – Нis263, His493, Lys265, Lys495, 
Asn283, Asn516, а  также остатки Tyr204, Pro461 
и Trp590, образующие гидрофобные контакты.

Большинство известных ингибиторов Tdp1 лише-
ны отрицательно заряженных элементов структуры. 
Поэтому вполне возможно, что полость фосфотиро-
зина, приспособленная для размещения 3’-концевого 
фосфата, не вовлечена в связывание этих соедине-
ний. Данное предположение подтверждается при мо-
делировании связывания методом молекулярного 

Таблица 1. Взаимодействия 3’-концевой фосфатной 
группы субстрата с остатками активного центра в стар-
товой и оптимизированной модели Tdp1 человека

Взаимодействие Расстояние, Å

Стартовая 
модель

Оптимизированная 
модель

PO
4

-:P ∙∙∙ His263:NE2 2.0 2.7

PO
4

-:O
bridging

 ∙∙∙ His493:NE2 2.6 2.6

PO
4

-:O ∙∙∙ Lys265:NZ 2.8 2.7
PO

4
-:O ∙∙∙ Lys495:NZ 2.8 2.7

PO
4

-:O ∙∙∙ Asn283:ND2 3.0 2.8
PO

4
-:O ∙∙∙ Asn516:ND2 3.2 3.0
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докинга. Так, производные диазаадамантана, об ин-
гибиторных свойствах которых сообщено недав-
но [24], располагаются на участке олигонуклеотида 
в активном центре модели Tdp1. Трициклический 
фрагмент занимает место третьего остатка рибозы 
с 3’-конца, а протяженный гидрофобный заместитель 
ориентирован в сторону участка связывания фосфо-
тирозина, однако с ним не взаимодействует (рис. 3А).

Скрининг ингибиторов
Наличие кластера консервативных остатков Lys265, 
Lys495, Asn283, Asn516, формирующих участок свя-
зывания фосфотирозина, приводит к эффективно-
му электростатическому взаимодействию фермента 
с субстратом и может быть важным структурным 
фактором, способным обеспечить связывание кон-
курентных ингибиторов, содержащих соответству-
ющие заряженные функциональные группы. Такой 
функциональной группой могла  бы быть сульфо-
группа SO

3
-, являющаяся структурным аналогом 

фосфатной группы. Для проверки данного предпо-
ложения из  библиотеки низкомолекулярных со-
единений были отобраны сульфоновые кислоты и их 
соли (71 соединение), удовлетворяющие правилу 
трех, которое определяет диапазон физико-хими-

ческих параметров для молекулярных фрагментов 
(небольших молекул, используемых для первичного 
скрининга и последующей оптимизации структуры). 
Соединения докировали в активный центр модели 
Tdp1 и проверяли их способность к образованию во-
дородных связей с Lys265, Lys495, Asn283, Asn516, 
а также других взаимодействий с участками связы-
вания ДНК и пептида. 

В результате проведенного скрининга были выбра-
ны наиболее перспективные ингибиторы STK370528 
и STK376552, в которых сульфогруппа соединена 
с гетероциклическим фрагментом с помощью тио
эфирного линкера (табл. 2, рис. 3Б). Конформацию 
аминокислотных остатков, взаимодействующих 
с STK370528 и STK376552 в полученных фермент-
ингибиторных комплексах, затем оптимизировали 
с использованием гамильтониана RM1. Повторный 
молекулярный докинг с  уточненными моделями 
белка показал, что STK370528 является более эф-
фективным ингибитором и характеризуется лучшей 
энергией связывания ΔGrecalc (см. данные в табл. 2).

Ингибиторные свойства соединений по отноше-
нию к рекомбинантной форме Tdp1 человека изучали 
с использованием биосенсора, позволяющего опреде-
лять активность фермента в режиме реального вре-

Рис. 2. Субстратсвя-
зывающая борозд-
ка в модели Tdp1 
человека. A – взаи-
модействие молекулы 
субстрата с участками 
связывания олигону-
клеотида и фосфоти-
розина. Олигонуклео-
тид показан красным 
цветом, фосфоти-
розин – зеленым, 
остальная часть пепти-
да – желтым. Полости 
помечены точками, 
которые соответству-
ют центрам альфа-
сфер. Б – располо-
жение альфа-сфер 
в участках связывания 
олигонуклеотида 
и фосфотирозина

А� Б
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мени – олигонуклеотида с флуорофором на 5’-конце 
и тушителем флуоресценции на 3’-конце. Метод ос-
нован на способности Tdp1 удалять с 3’-конца ДНК 
объемные аддукты различного происхождения [17], 
в том числе тушитель флуоресценции BHQ1 (Black 
Hole Quencher 1) [51]. После удаления BHQ1 в резуль-
тате активности фермента происходит разгорание 
5’-концевого флуорофора, и интенсивность флуорес-
ценции зависит от количества расщепленного суб-
страта. На рис. 4 приведен типичный график зависи-
мости скорости реакции от концентрации STK370528. 
Значения IC

50
 составили 83 мкМ для STK370528 и 686 

мкМ для STK376552. Таким образом эксперименталь-
ное исследование подтвердило выводы молекулярно-

го моделирования и показало, что выбранные соеди-
нения являются ингибиторами Tdp1, подавляющими 
каталитическую активность фермента в микромоляр-
ном диапазоне концентраций.

Сульфогруппа ингибиторов способна занять по-
ложение 3’-фосфатной группы субстрата и  об-
разовать водородные связи с  аминокислотными 
остатками Lys265, Lys495, Asn283, Asn516 и His493, 
формирующими участок связывания фосфотиро-
зина (рис.  5). Расположение гетероциклического 
фрагмента на участке связывания олигонуклеоти-
да приводит к дополнительным взаимодействиям. 
В случае STK370528 бензотиазольная группа обра-
зует водородную связь с Asn516, а также гидрофоб-

Таблица 2. Соединения, отобранные в результате компьютерного скрининга ингибиторов Tdp1 человека

Соединение Химическая структура ΔGcalc,
ккал/моль

ΔGrecalc,
ккал/моль

IC
50

,
мкМ

STK370528 –7.5 –8.7 83 ± 24

STK376552 –8.4 –8.0 686 ± 14

Рис. 3. Взаимодействие 
ингибиторов с субстрат-
связывающей бороздкой 
в модели Tdp1 человека. 
A – связывание производных 
диазаадамантана. Б – связы-
вание сульфопроизводных 
STK370528 и STK376552. 
Полости олигонуклеотида 
и фосфотирозина помечены 
альфа-сферами красного 
и зеленого цвета соответ-
ственно

А� Б
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ные контакты с боковыми цепями Ala520 и Ala521. 
Гибкий линкер в структуре ингибиторов обеспечи-
вает соединение групп, расположенных на различ-
ных участках активного центра Tdp1. В соединении 
STK376552 линкер удлинен на одно метиленовое 
звено, что приводит к нарушению взаимодействия 
с Asn516 и Ala521 и снижению ингибирующей спо-
собности STK376552 по сравнению с STK370528.

Важную роль в  связывании и  ориентации ин-
гибиторов в  активном центре Tdp1 играют элек-
тростатические взаимодействия с  заряженными 
остатками Lys265, Lys495 и His493. В случае неза-
ряженных сульфонатов (метилового и фенилового 
эфиров STK370528) эффективность взаимодействия 
с остатками активного центра снижается, что под-
тверждается большим числом возможных ориен-
таций ингибитора в  активном центре фермента 
при молекулярном моделировании. Моделирование 
связывания инденоизохинолиновых сульфонатов, 
которые ранее рассматривались в качестве потенци-
альных ингибиторов, однако не проявили активности 
в отношении Tdp1 [25], также свидетельствует о том, 
что этерифицированная сульфогруппа не способна 
обеспечить взаимодействие с участком связывания 
фосфотирозина.

ВЫВОДЫ
Проведенное исследование показало, что созданная 
молекулярная модель фермента репарации Tdp1, 
учитывающая особенности структурной организа-
ции активного центра, адекватно описывает харак-

Рис. 4. Изменение скорости реакции, катализируемой 
Tdp1, при добавлении ингибитора STK370528

С
ко

р
о

ст
ь 

р
е

ак
ц

ии
, 

у
.е

.

Концентрация ингибитора, мкМ

Рис. 5. Расположение ингибитора STK370528 в актив-
ном центре молекулярной модели Tdp1 человека. 
Пунктирными линиями показаны водородные связи, 
важные для стабилизации положения сульфогруппы. 
Серым цветом показаны координаты субстрата в мо-
дели фермент-субстратного комплекса

тер связывания низкомолекулярных соединений 
и позволяет отбирать конкурентные по отношению 
к субстрату ингибиторы с помощью компьютерно-
го скрининга. На основе детального анализа меж-
молекулярных взаимодействий из  компьютер-
ной библиотеки соединений выбраны сульфонаты 
STK370528 и STK376552, подавляющие активность 
фермента в микромолярном диапазоне концентра-
ций. Показано, что структурная организация и ло-
кализация участков связывания олигонуклеотида 
и фосфотирозина в субстратсвязывающей бороздке 
являются важными факторами, которые необходимо 
учитывать при создании новых ингибиторов Tdp1, 
а также оптимизации их структуры. 

Работа поддержана грантом Президента 
РФ для молодых ученых (МК-7630.2016.4). 

Биохимические испытания ингибиторов Tdp1 
поддержаны проектом  комплексной программы 

СО РАН № II.2П/VI.57-4 (0309-2015-0023).
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ВВЕДЕНИЕ
Липидный бислой мембраны может иметь домен-
ную структуру в результате сосуществования не-
смешиваемых липидных фаз, находящихся в раз-
личных агрегатных состояниях. Однокомпонентные 
липидные бислои при температуре ниже температу-
ры плавления липида (T

m
) пребывают в твердокри-

сталлическом состоянии. В зависимости от наклона 
липидных молекул и способа упаковки углеводород-
ных хвостов в твердом бислое выделяют несколько 
типов фаз: кристаллическую, гель-фазу и проме-
жуточную риппл-фазу, характерную для некоторых 

липидов, в частности, насыщенных фосфохолинов 
[1]. При температуре выше температуры основно-
го фазового перехода липиды в бислое находятся 
в  жидкоподобном состоянии. Фазовое поведение 
смеси липидов с различной температурой плавления 
существенно усложняется и в определенном темпе-
ратурном диапазоне (между температурами плав-
ления индивидуальных липидов) в бислое может 
наблюдаться фазовое разделение: сосуществование 
твердой (s

o
) и жидкой фаз (l

d
), обогащенных липи-

дом с высокой и низкой температурой плавления 
соответственно. Добавление к таким смесям некото-
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РЕФЕРАТ C использованием флуоресцентной конфокальной микроскопии гигантских одноламеллярных 
липосом, изготовленных из тройных смесей, содержащих холестерин (Хол), фосфолипиды с низкой (ДОФХ, 
ПОФХ или ДПОФХ) и липиды с высокой (сфингомиелин (СМ) или тетрамиристоилкардиолипин (ТМКЛ)) 
температурой плавления ацильных цепей, изучены паттерны фазового разделения везикул в мембранах 
до и после введения в суспензию биологически активных низкомолекулярных соединений амфифильной 
природы, называемых дипольными модификаторами. Показано, что независимо от вида тугоплавкого 
липида в ряду ПОФХ, ДОФХ и ДПОФХ содержание липосом, демонстрирующих фазовое разделение, 
уменьшается. При замене в составе везикул тугоплавкой компоненты, СМ на ТМКЛ, наблюдается уси-
ление фазовой сегрегации липидов. Учитывая, что первый случай соответствует уменьшению толщины 
мембранных областей, обогащенных легкоплавкими фосфолипидами и находящихся в неупорядоченной 
жидкой фазе, а второй – снижению толщины упорядоченных липидных доменов, включающих различные 
тугоплавкие липиды, полученные результаты позволяют связывать сценарий доменной организации ве-
зикул с величиной несоответствия между толщиной углеводородного остова мембраны в упорядоченном 
и неупорядоченном состоянии. Дипольные модификаторы, флавоноиды и стирилпиридиновые красители, 
ослабляют фазовую сегрегацию мембран, включающих СМ, Хол, ПОФХ или ДОФХ. Остальные протестиро-
ванные трехкомпонентные липидные системы к действию модификаторов практически не чувствительны. 
Выдвинуто предположение о связи наблюдаемых эффектов со способностью дипольных модификаторов 
влиять на величину несоответствия между толщиной мембраны в различном агрегатном состоянии за счет 
разжижения неупорядоченных и (или) упорядоченных липидных доменов при погружении в мембрану, 
глубина которого зависит от гидрофобности молекул модификаторов, формы липидов, образующих доме-
ны, и плотности их упаковки. Наибольший эффект среди проверенных модификаторов вызывает флоретин, 
RH 421 и RH 237.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА латеральная неоднородность мембран, липидные бислои, липидные домены, дипольные 
модификаторы, стирилпиридиновые красители, фазовое разделение, флавоноиды, халконы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ДОФХ – 1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосфохолин; ПОФХ – 1-пальмитоил-2-олеоил-
sn-глицеро-3-фосфохолин; ДПОФХ – 1,2-дипальмитолеоил-sn-глицеро-3-фосфохолин; СМ – сфингомие-
лин из мозга свиней; ТМКЛ – 1,1’,2,2’-тетрамиристоилкардиолипин; Хол – холестерин.
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рых стеринов, в частности холестерина, усиливает 
их фазовую сегрегацию: возникает промежуточ-
ная жидкая упорядоченная фаза (l

o
). Установлено, 

что  коэффициент латеральной диффузии липи-
дов в l

o
-фазе в 2–3 раза меньше по сравнению с l

d
-

областями [2]. Считается, что биологическим мем-
бранам также свойственна латеральная сегрегация 
компонентов. Хотя гель-домены не относятся к уни-
кальным свойствам модельных мембран (они об-
наружены и в плазматических мембранах живых 
клеток [3]), принято думать, что фазовое разделение 
в биологических мембранах представлено в основ-
ном двумя жидкими фазами (l

d
 + l

o
) [4]. Поскольку 

в этом случае латеральной сегрегации подвержены 
не только мембранные липиды, но и белки, значи-
тельное распространение приобрела модель, соглас-
но которой в биологических мембранах возникают 
белок-липидные нанодомены (рафты). Эти области 
обогащены тугоплавкими липидами и стеринами 
и находятся в l

o
-состоянии. Интерес к рафтам вы-

зван их предполагаемым участием в таких жизненно 
важных процессах, как сортировка и доставка бел-
ков, клеточная сигнализация, иммунный ответ и др. 
[5–16]. Однако даже само существование рафтов 
в клеточных мембранах до сих пор остается дискус-
сионным. Считается, что сложности с обнаружени-
ем рафтов в клеточных мембранах связаны с тем, 
что их размер может варьировать от единиц до сотен 
нанометров, и они чрезвычайно динамичны. В ли-
пидных же бислоях упорядоченные домены могут 
достигать значительно больших размеров, что де-
лает возможным их визуализацию методами флуо-
ресцентной микроскопии. Для этого используют ги-
гантские одноламеллярные липосомы [17]. Фазовое 
разделение в липосомах можно наблюдать, если вве-
сти в мембрану флуоресцентно меченные липиды. 
Большинство подобных меток предпочитают неупо-
рядоченную жидкокристаллическую фазу, поэтому 
упорядоченные домены остаются неокрашенными. 

Низкомолекулярные соединения амфифильной 
природы, называемые дипольными модификатора-
ми, в частности некоторые флавоноиды, способны 
влиять на баланс между фазами. Согласно работе 
[18], введение в суспензию липосом из бинарных сме-
сей (ДОФХ : СМ (80 : 20 мол. %), ДОФХ : ДМФХ (50 : 
50 мол. %) или ДОФХ : ДПФХ (50 : 50 мол. %)) флаво-
ноидов, флоретина или биоханина А сопровождается 
уменьшением относительного числа липидных вези-
кул, имеющих гель-домены. Сходное действие в от-
ношении трехкомпонентных бислоев из ПОФХ, Хол 
и СМ оказывают флоретин, его гликозид флорицин, 
кверцетин и мирицетин, а также стирилпиридино-
вые красители серии RH [19]. Способность указан-
ных дипольных модификаторов влиять на доменную 

структуру ПОФХ-мембран, включающих различные 
стерины и сфинголипиды, была проанализирована 
в [18], в то время как зависимость наблюдаемых эф-
фектов от вида фосфолипида, образующего неупо-
рядоченную жидкую фазу, не изучена. Цель данной 
работы состояла в изучении влияния легкоплавкой 
компоненты на сценарий фазового разделения в ли-
посомах, содержащих Хол и СМ, до и после введения 
флавоноидов или стирилпиридиновых красителей. 
Использование различных фосфолипидов, ПОФХ, 
ДОФХ и ДПОФХ, позволило последовательно изме-
нять толщину обогащенных ими неупорядоченных 
липидных областей мембраны, находящихся в жид-
ком состоянии. Для варьирования толщины упоря-
доченных липидных доменов помимо везикул, вклю-
чающих СМ, были протестированы липидные смеси, 
содержащие ТМКЛ. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы
В работе использовали следующие реактивы: сор-
битол, флоретин, флорицин, кверцетин, мири-
цетин и RH 421 (Sigma, США); RH 237 (Molecular 
Probes,  США);  1-пальмитоил-2-олеоил-sn-
глицеро-3-фосфохолин (ПОФХ), 1,2-диолеоил-sn-
глицеро-3-фосфохолин (ДОФХ), 1,2-дипальми
толеоил-sn-глицеро-3-фосфохолин (ДПОФХ), 
1,1’,2,2’-тетрамиристоилкардиолипин (ТМКЛ), 
сфингомиелин из  мозга свиней (СМ), холесте-
рин (Хол) и  1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-
фосфоэтаноламин-N-(лиззамин родамин) (ЛР-
ДПФЭ) (Avanti Polar Lipids, США). В  таблице 
представлены некоторые характеристики липидов. 

Конфокальная микроскопия гигантских 
моноламеллярных липосом
Гигантские моноламеллярные липосомы изготавли-
вали методом электроформации c помощью Nanion 
vesicle prep pro (Германия) на  покрытых смесью 
оксидов индия и  титана стеклах (90% оксида ин-
дия и 10% оксида титана, размер 29 × 68 × 0.9 мм) 
с  поверхностным удельным сопротивлением 20–
30 Ом/см2 (стандартный протокол, напряжение 3 В, 
частота 10 Гц, 1 ч, 25°C). Латеральное фазовое раз-
деление визуализировали путем введения флуо-
ресцентного зонда ЛР-ДПФЭ в исходный липидный 
раствор тройных смесей из 40 мол. % фосфолипида 
с низкой температурой плавления (ДОФХ, ПОФХ 
или ДПОФХ), 40 мол. % липида с высокой темпера-
турой плавления (СМ или ТМКЛ) и 20 мол. % Хол 
в хлороформе (2 мМ). Концентрация ЛР-ДПФЭ в об-
разце составляла 1 мол. %. Суспензию липосом разде-
ляли на аликвоты. В качестве контроля использова-
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ли аликвоту без модификатора. Экспериментальные 
образцы содержали 400 мкМ флавоноида (флорети-
на, флорицина, кверцетина или мирицетина) или 10 
мкМ стирилпиридинового красителя (RH 421 или RH 
237). Липосомы наблюдали через иммерсионный объ-
ектив 100.0 × /1.4 HCX PL в Leica TCS SP5 конфо-
кальной лазерной системы Apo (Leica Microsystems, 
Германия). Наблюдение препаратов проводили 
при температуре 25°C. Свечение ЛР-ДПФЭ возбуж-
дали светом с длиной волны 543 нм (гелий-неоновый 
лазер). Известно, что ЛР-ДПФЭ в бислое с фазо-
вым разделением встраивается преимущественно 
в жидкую неупорядоченную фазу (l

d
) [20]. В то время 

как жидкая упорядоченная (l
o
) и твердая упорядо-

ченная (гель, s
o
) фазы остаются неокрашенными [21]. 

Упорядоченные домены дискриминировали по их 
морфологии: неокрашенные домены круглой формы 
считали пребывающими в l

o
-состоянии, а неокрашен-

ные области нерегулярной конфигурации относили 
к s

o
-фазе. Образец характеризовали частотой встре-

чаемости (p
i
, %) гомогенных и гетерогенных везикул:

                                      = ⋅p
N
N
100 %i

i ,� (1)

где i – тип фазового разделения липосом (гомогенные 
l

d
-везикулы или липосомы, включающие l

o
 или s

o
-

домены); N
i
 – число везикул в образце с определен-

ным фазовым сценарием (от 0 до 50), N – общее число 
липосом в образце (50 в каждой системе). Значения 
p

i
 для каждой из систем получали путем усреднения 

величин, определенных в четырех независимых экс-
периментах. Результаты для каждой из тестируе-
мых липидных систем представляли в виде круговой 
диаграммы. Погрешности определения доли липосом 
с определенным типом фазового разделения приве-
дены на диаграммах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1A (верхняя панель) представлены круговые 
диаграммы, показывающие возможные паттерны 
фазовой сегрегации мембран липосом, сформиро-
ванных с участием сфингомиелина (СМ; 40 мол. %), 
холестерина (Хол; 20 мол. %) и различных легкоплав-
ких фосфолипидов (ПОФХ, ДОФХ или ДПОФХ; 40 
мол. %). (Соответствующие температуры плавления 
фосфолипидов указаны в таблице.) Примеры ми-
крофотографий липидных везикул с тем или иным 

 Основные характеристики изучаемых липидов

Липид Химическая структура С n:m Tm, оC

ДПОФХ
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16 : 1 -36

ДОФХ

 11 

 

  

 

 

 

 

 

18 : 1 -17

ПОФХ

 11 

 

  

 

 

 

 

 

16 : 0–18 : 1 -2

СМ

 11 

 

  

 

 

 

 

 

16 : 1–18 : 0 45

ТМКЛ

 11 

 

  

 

 

 

 

 

14 : 0 47

Примечание. Cn : m – число атомов углерода (n) и число двойных связей (m) в ацильных цепях; T
m
 – температура 

главного фазового перехода.
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видом фазового разделения мембран (l
d
, l

о
, s

о
) пред-

ставлены на  рис.  1Б (верхняя панель). Сценарий 
фазового разделения в смеси СМ : Хол : ПОФХ из-
учен нами ранее [19]. Установлено, что  45 ± 13% 
СМ : Хол : ПОФХ-липосом содержат твердокристал-
лические домены нерегулярной формы (s

о
). Жидкие 

упорядоченные домены круглой формы (l
о
) включа-

ют 30 ± 11% ПОФХ : СМ : Хол-везикул. Оставшаяся 
часть – это гомогенно окрашенные флуоресцентным 
маркером липосомы (l

d
), не показывающие микро-

скопического фазового разделения. Из рис. 1А (верх-
няя панель) можно заметить, что замена в мембра-
нообразующей смеси ПОФХ на  ДОФХ приводит 

к падению доли везикул, включающих s
о
-домены 

(19 ± 4%), и росту числа липосом, содержащих l
о
-

области (63 ± 10%). В случае ДПОФХ 82 ± 8% везикул 
гомогенно окрашены, отсутствует видимое фазовое 
разделение, а  оставшаяся часть включает твер-
дые домены. Таким образом, в ряду ПОФХ, ДОФХ, 
ДПОФХ видимая фазовая сегрегация уменьшается. 
В указанном ряду толщина углеводородного осто-
ва неупорядоченных областей (d

Ld
), включающих 

различные легкоплавкие фосфолипиды, снижает-
ся, а разница между толщиной гидрофобного реги-
она мембраны в упорядоченном и неупорядоченном 
состоянии (Δd) растет (рис. 2, левая часть) [22, 23]. 

Рис. 1. Круговые диаграммы, показывающие вероятные сценарии фазового разделения в мембранах липосом 
из смесей сфингомиелина (СМ, 40 мол. %) или тетрамиристоилкардиолипина (ТМКЛ, 40 мол. %) c холестери-
ном (20 мол. %) и различными фосфолипидами (ПОФХ, ДОФХ или ДПОФХ) (40 мол. %) (А), и микрофотогра-
фии липосом различного состава, показывающих тот или иной тип фазового разделения в бислое (l

d
, l

о
, s

о
) (Б). 

Здесь и на рис. 3 и 4 на каждой диаграмме сектор, отвечающий процентному соотношению везикул с твердыми 
упорядоченными доменами (s

o
), окрашен в темно-серый цвет, с жидкими упорядоченными областями (l

o
) – 

в светло-серый цвет, сектор белого цвета характеризует относительное число гомогенно окрашенных флуорес-
центным маркером липосом, пребывающих в жидком неупорядоченном состоянии (l

d
) без видимого фазового 

разделения. * – Данные взяты из [19] 
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В результате формирование границ между упоря-
доченными и неупорядоченными доменами, пред-
полагающее экспонирование части гидрофобного 
региона водному раствору, становится чрезвычайно 
невыгодным, и число липосом, характеризующихся 
выраженной фазовой сегрегацией, падает. Сходный 
вывод можно сделать, анализируя результаты, 
представленные на нижней панели рис. 1, которая 
показывает результаты исследования фазового раз-
деления в мембранах, включающих тетрамиристо-
илкардиолипин (ТМКЛ; 40 мол. %), Хол (20 мол. %) 
и различные легкоплавкие фосфолипиды (40 мол. %). 
Можно заметить, что все ТМКЛ-содержащие липо-
сомы независимо от вида легкоплавкого липида ха-
рактеризуются фазовым разделением (отсутствуют 
гомогенно окрашенные маркером липосомы, вклю-
чающие ТМКЛ). Различия между представленными 
липидными системами заключаются в процентном 
соотношении везикул, включающих l

о
- и s

о
-домены. 

Как отмечено выше, среди протестированных фос-
фолипидов l

d
-фазу с наименьшей толщиной образу-

ет ДПОФХ, что соответствует наибольшей величине 
Δd, а следовательно, наибольшей энергии формиро-
вания упорядоченных доменов. Поэтому липосомы, 
включающие этот фосфолипид, характеризуются 

менее выраженной фазовой сегрегацией (82 ± 7% 
имеют l

о
-домены) по сравнению с везикулами, со-

держащими ПОФХ и ДОФХ, которые формируют 
l

d
-фазы с большей толщиной и меньшим значением 

Δd, в результате чего наблюдается фазовое разде-
ление большинства липосом (85 ± 9% и 87 ± 8% соот-
ветственно) по типу l

d
/s

о
.

Сравнение сценариев фазового поведения систем, 
включающих различные тугоплавкие липиды, также 
указывает на ключевую роль величины Δd в регу-
ляции латеральной гетерогенности трехкомпонент-
ных мембран. На рис. 1Б (нижняя панель) приведе-
ны микрофотографии ТМКЛ-содержащих липосом, 
включающих различные легкоплавкие фосфолипи-
ды. На рис. 1А видно, что замена в мембранообра-
зующей смеси СМ на ТМКЛ приводит к усилению 
фазовой сегрегации мембран. В случае ПОФХ- (ле-
вый столбец) и ДОФХ-содержащих бислоев (цен-
тральный столбец) увеличивается доля липосом 
с  s

о
-доменами, а  в  случае мембран, включающих 

ДПОФХ, статистически значимо растет число вези-
кул с l

о
-областями (правый столбец). Это обуслов-

лено уменьшением толщины упорядоченной фазы 
при замене СМ на ТМКЛ, снижением разницы Δd 
(рис. 2, правая часть) и соответствующим падением 

Рис. 2. Схематическое изображение величины несоответствия (Δd) между толщиной углеводородного осто-
ва мембраны в упорядоченном (d

lo/so
) и неупорядоченном состоянии (d

ld
) в зависимости от липидного состава 

бислоя. Пунктирная линия отмечает центр бислоя, сплошная – границу между полярной и неполярной областями 
мембраны
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энергии образования границ упорядоченных доменов. 
Таким образом, представленные на рис. 1 результа-
ты позволяют связывать сценарий латеральной гете-
рогенности трехкомпонентных мембран с величиной 
несоответствия толщины мембраны в упорядоченном 
и неупорядоченном состоянии: чем меньше Δd, тем 
сильнее фазовое разделение в бислое.

Учитывая данные о  влиянии дипольных моди-
фикаторов мембран не  только на  дипольный по-
тенциал, но  и  на  упаковку мембранообразующих 
липидов [24–27], мы предположили, что эти агенты 
способны изменять сценарий фазовой сегрегации. 
Ранее нами было изучено действие дипольных мо-
дификаторов: флоретина, флорицина, кверцетина, 
мирицетина, RH 421 и RH 237, на сценарий фазо-
вого разделения в СМ/Хол/ПОФХ-везикулах [19]. 
Результаты представлены на рис. 3А (верхняя па-
нель). Видно, что все использованные модификаторы 
вызывают ослабление фазовой сегрегации мембран, 
выражающееся в уменьшении доли липосом с гель-
доменами. При этом при введении флоретина, квер-
цетина или мирицетина уменьшение числа везикул 

Рис. 3. Круговые диаграммы, показывающие вероятные сценарии фазового разделения в мембранах липосом 
из смеси сфингомиелина (СМ, 40 мол. %) c холестерином (Хол, 20 мол. %) и различными фосфолипидами 
(ПОФХ, ДОФХ или ДПОФХ) (40 мол. %) в присутствии дипольных модификаторов (400 мкМ флавоноидов, фло-
ретина, флорицина, кверцетина и мирицетина или 10 мкМ стирилпиридиновых красителей, RH 421 и RH 237) (А), 
и микрофотографии СМ/Хол/ДОФХ-липосом с тем или иным типом фазового разделения в бислое (l

d
, l

о
, s

о
) 

в присутствии флоретина и RH 421 (Б). * – Данные взяты из [19] 
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5 мкм

с s
о
-доменами сопровождается соответствующим ро-

стом процентного содержания гомогенно окрашен-
ных липосом на 40–45%, а в присутствии флорицина, 
RH 421 и RH 237 – как увеличением доли везикул 
с l

о
-доменами приблизительно на 30–35%, так и не-

значительным ростом содержания гомогенных ли-
посом (на 5–10%). Наблюдаемый рост относительного 
числа гомогенно окрашенных ДОФХ-содержащих 
липосом в присутствии флоретина, флорицина, RH 
421 и RH 237 (на 10–30%) и полное исчезновение ве-
зикул с s

о
-доменами в случае флоретина можно ин-

терпретировать как ослабление фазовой сегрегации 
мембран после введения дипольных модификаторов, 
так же как и в случае ПОФХ (рис. 3А, средняя па-
нель). Примеры микрофотографий липидных вези-
кул, включающих ДОФХ, Хол и СМ и показывающих 
тот или иной сценарий фазовой сегрегации бислоя (l

d
, 

l
о
, s

о
) в присутствии флоретина и RH 421, представ-

лены на рис. 3Б. Статистически значимых различий 
в изменении сценария фазовой сегрегации ДОФХ-
содержащих мембран в  присутствии кверцетина 
и мирицетина не выявлено. 
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Рис. 4. Круговые диаграммы вероятных сценариев фазового разделения в мембранах липосом из смеси тетра-
миристоилкардиолипина (ТМКЛ, 40 мол. %) c холестерином (Хол, 20 мол. %) и различными фосфолипидами 
(ПОФХ, ДОФХ или ДПОФХ) (40 мол. %) в присутствии дипольных модификаторов (400 мкМ флоретина или 10 
мкМ стирилпиридиновых красителей, RH 421 и RH 237) (А) и микрофотографии ТМКЛ/Хол/ДОФХ-везикул, по-
казывающих фазовое разделение по типу l

d
/l

о
 или l

d
/s

о
 и модифицированных флоретином или RH 421 (Б)
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Трансформация сценария фазового разделения 
СМ-содержащих мембран в присутствии модифика-
торов может быть обусловлена увеличением величи-
ны Δd под действием тестируемых агентов. Наиболее 
вероятным вариантом развития событий является 
увеличение площади, занимаемой полярными голов-
ками мембранообразующих липидов, вызванное по-
гружением модифицирующих агентов в липидный 
бислой и диполь-дипольным взаимодействием их 
молекул. Это приведет к относительному росту под-

вижности углеводородных цепей и вызовет падение 
температуры плавления липидов, показанное мето-
дами дифференциальной сканирующей микрокало-
риметрии [18, 25, 28]. Подобному «более текучему» 
состоянию липидов в мембране соответствует мень-
шая толщина бислоя. В таком случае выраженность 
эффекта модификатора будет зависеть от формы 
и гидрофобности его молекул, определяющих глу-
бину погружения агента в бислой. По этой причине 
наиболее сильное воздействие на латеральную гете-
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рогенность мембран оказывает относительно гидро-
фобный флоретин, в то время как эффекты его более 
гидрофильных аналогов, гликозида флорицина и вы-
сокогидроксилированных флавонолов, кверцетина 
и  мирицетина, менее выражены. Длины молекул 
стирилпиридиновых красителей, RH 421 и RH 237, 
достаточно для почти полного пронизывания липид-
ного монослоя, а увеличение площади, приходящейся 
на одну молекулу липида в мембране, обусловлено, 
главным образом, электростатическим отталкивани-
ем сульфогрупп молекул красителей, локализован-
ных в полярной области бислоя [27]. 

Помимо типа модификатора, регуляторную роль 
играют также геометрические характеристики мо-
лекул липидов, образующих фазу, куда встраивают-
ся модифицирующие соединения. В случае липидов, 
имеющих близкую к цилиндрической форму, ДОФХ, 
ПОФХ и СМ [29–31] можно ожидать более выражен-
ного «разжижения» l

d
-областей по сравнению с упо-

рядоченными доменами, поскольку встраивание 
модификаторов в последние области должно быть 
затруднено ввиду более плотной упаковки липидов. 
Такой сценарий соответствует случаю, схематически 
изображенному на левой части рис. 2. 

Как видно на нижней панели рис. 3А, в случае 
ДПОФХ-содержащих мембран не выявлено стати-
стически значимых различий паттернов фазового 
разделения до и после введения тестируемых мо-
дификаторов. Учитывая, что преобладающее число 
везикул, включающих ДПОФХ, не характеризует-
ся фазовой сегрегацией даже в отсутствие диполь-
модифицирующих агентов вследствие наибольшей 
среди изучаемых липидных систем величины не-
соответствия толщины мембраны в упорядоченном 
и неупорядоченном состоянии, дальнейший рост Δd 
не приводит к значимым изменениям особенностей 
фазового разделения в бислоях. 

В отличие от СМ, ТМКЛ имеет форму инвертиро-
ванного конуса, что обуславливает отрицательную 
спонтанную кривизну образуемых им монослоев 
[32]. По всей вероятности, это облегчает встраивание 
модификаторов, молекулы которых имеют кониче-
скую форму, в упорядоченную фазу, обогащенную 
ТМКЛ. Одновременное «разжижение» как неупоря-
доченных l

d
-областей, так и упорядоченных доме-

нов не приведет к существенному изменению скачка 
толщины на границе раздела липидных фаз, а сле-
довательно, изменения сценария фазовой сегре-
гации под действием модификаторов наблюдаться 
не будут. На рис. 4А можно видеть, что независимо 
от вида легкоплавкого фосфолипида, входящего в со-
став модельных мембран, в присутствии дипольных 
модификаторов не происходит достоверного увели-
чения относительного числа ТМКЛ-содержащих ли-
посом с l

о
-доменами или появления везикул, не де-

монстрирующих видимого фазового разделения. 
Микрофотографии липидных везикул, включающих 
ДОФХ, Хол и ТМКЛ и модифицированных флорети-
ном или RH 421, представлены на рис. 4Б.

Таким образом, полученные нами результаты ука-
зывают на ключевую роль величины несоответствия 
толщины мембраны в упорядоченном и неупорядо-
ченном состоянии в регуляции фазового разделения 
в трехкомпонентных модельных мембранах, а также 
открывают новые перспективы использования ди-
польных модификаторов для направленного видоиз-
менения сценария латеральной гетерогенности ли-
пидных бислоев. 

Работа выполнена за счет гранта Российского 
научного фонда (проект № 14-14-00565-П).  

С.С. Ефимова удостоена стипендии Президента 
РФ (СП-69.2015.4).
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ВВЕДЕНИЕ 
АТР-зависимая Lon-протеаза Escherichia coli (Ес-
Lon [КФ 3.4.21.53]; MEROPS: клан SJ, семейство S16, 
ID S16.001) – представитель семейства Lon-протеаз, 
которое играет ключевую роль в системе контроля 
качества клеточного протеома, функционирующей 
во всех доменах жизни [1–4]. Семейство Lon состо-
ит из двух подсемейств – LonA, включающего бак-
териальные и эукариотические ферменты, и LonB, 
объединяющего ферменты архей. Протеазы подсе-
мейств А и В различаются доменной организацией 
субъединиц, а также окружением каталитических 
остатков протеолитического центра [5]. Ес-Lon от-
носится к подсемейству А, деградирует аномальные 
и дефектные полипептиды, а также ряд регулятор-
ных клеточных белков по процессивному механиз-
му в условиях сопряжения протеолиза с гидролизом 
АТР [4–7]. Отличительной характеристикой Ес-Lon, 
как и других LonА-протеаз, является их способность 
к связыванию ДНК [8–10]. 

Субъединица Ес-Lon (784 аминокислотных 
остатка) состоит из пяти доменов: N–HI(CC)–NB–
H–P (рис.  1А), где нуклеотидсвязывающий (NB) 
и α-спирализованный (Н) домены формируют АТР-

азный модуль, относящийся к  суперсемейству 
ААА+-белков (АТР-аз, ассоциированных с различ-
ными клеточными активностями) [11, 12], С-концевой 
Р-домен представляет серин-лизиновую пептидги-
дролазу, а N-концевой и следующий за ним «инсер-
ционный» α-спирализованный домены образуют не-
каталитическую область (N–HI(CC)), включающую 
фрагмент последовательности со специфической 
coiled-coil (СС) конформацией [13, 14]. Определены 
кристаллические структуры индивидуальных до-
менов (за исключением HI(CC)-домена) Ес-Lon и не-
которых других LonА-протеаз. Пространственные 
структуры полноразмерных ферментов подсемей-
ства LonА до сих пор не известны.

Двухдоменная организация N-концевой обла-
сти является уникальной характеристикой Ес-Lon 
и всего пула LonA-протеаз. От других ААА+-белков 
системы контроля качества, представленных со-
вокупностью АТР-зависимых протеаз (ClpAP, 
ClpXP, FtsH, HslUV) и  шаперонов-дезагрегаз 
(ClpB, Hsp104), LonA-протеазы отличает наличие 
вставочного HI(CC)-домена. Ранее нами было по-
казано, что  HI(CC)-домен Ес-Lon проявляет вы-
раженное сходство как с Н-доменом собственного 
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РЕФЕРАТ Мультидоменная АТР-зависимая протеаза Lon из Escheriсhia coli (Ес-Lon) – один из ключе-
вых ферментов системы контроля качества клеточного протеома. C целью изучения роли инсерционного 
HI(CC)-домена Ес-Lon получен и охарактеризован рекомбинантный фермент с делецией HI(CC)-домена 
(Lon-dHI(CC)). Проведено сравнительное исследование АТР-азной, протеолитической и пептидазной ак-
тивности интактной Lon-протеазы и Lon-dHI(CC), изучена возможность автолиза обеих форм фермента 
и их способность к связыванию ДНК. Показано, что HI(CC)-домен необходим для формирования функцио-
нально активной структуры Ec-Lon-протеазы и реализации белок-белковых взаимодействий. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ААА+-белки, АТР-зависимый протеолиз, LonA-протеазы, инсерционный 
α-спирализованный домен, связывание ДНК.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ AMPPNP – аденозин-5'-(β,γ-имидо)трифосфат; DTDP – 4,4'-дитиодипиридин; Glt – 
глутарил; Nu – нуклеотид; РерТВЕ – Suc-Phe-Leu-Phe-SBzl; Suc – сукцинил. 
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ААА+-модуля, так  и  с  α-спирализованным доме-
ном (Н1(М)) первого из двух ААА+-модулей ClpB-
шаперонов [13, 14]. При этом участие НI(СС)-домена 
в функционировании Ес-Lon-протеазы, во взаимо-
действии с нуклеиновыми кислотами и/или в струк-
турной организации фермента до настоящего време-
ни не охарактеризовано. 

С целью изучения роли инсерционного HI(CC)-
домена в проявлении функциональных свойств Ес-
Lon нами проведено сравнительное исследование 
энзиматических характеристик и способности к свя-
зыванию ДНК как интактного фермента (рис. 1А), 
так и его делеционной формы Lon-dHI(CC), утратив-
шей HI(CC)-домен (рис. 1Б). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы
В  работе использовали коммерческие реактивы 
фирм Sigma, Bio-Rad, Thermo Scientific (США), 
Fluka (Швейцария),  Boehringer Mannheim 
(Германия), Pharmacia (Швеция), Difco (Англия), 
Panreac (Испания) и «Реахим» (Россия). 

Получение Ec-Lon (Lon-H6) и ее делеционной 
формы Lon-dHI(CC)
Рекомбинантную форму Ec-Lon, содержащую гек-
сагистидиновый фрагмент (в составе октапептида 
LEHHHHHH) на С-конце белка (Lon-H

6
), получали 

по ранее описанной методике [15]. 
Делеционную форму Lon-dHI(CC) получали 

на  основе Lon-H
6
-протеазы. Методом мегапрай-

мера сконструировали праймеры Lon_d_124-304, 
Lon_HindIII и  Lon_BamHI_rev (соответственно: 
5 '-TTTTTTGACCTTGCTGCGCGCATCAATG
GTCGGCGACTCCAG-3',  5'-CGCAGAAAGA
AGCTTCAACGG-3' и  5'-GTTCTGCTCTGGA
TCCAGCAC-3'). Амплификацию фрагмента гена 
проводили в два этапа, используя в качестве ма-
трицы плазмидную ДНК pET28-lon-H

6
. На первом 

этапе с помощью праймеров Lon_d_124-304 и Lon_
HindIII получили ПЦР-фрагмент, который исполь-
зовали в качестве праймера на втором этапе вместе 
с праймером Lon_BamHI_rev. Полученный фраг-
мент ДНК длиной около 625 п.н. клонировали в век-
тор pET28_lon по уникальным сайтам рестрикции 
HindIII и BamHI.

С е к в е н и р о в а н и е  к л о н и р о в а н н ы х  Д Н К 
и  синтез праймеров осуществлены компанией 
«ЗАО ЕВРОГЕН» (www.evrogen.ru). Процедуры 
рестрикции и  лигирования проводили согласно 
протоколам производителей соответствующих 
ферментов.

Выделение и очистку Lon-H
6
 и Lon-dHI(CC) прово-

дили в две стадии методами Ni2+-хелатной аффинной 
хроматографии с использованием колонок HisTrap 
FF (тандем 2 × 5 мл, GE Healthcare, США) и анио-
нообменной хроматографии на колонке HiTrapTM Q 
FF (5 мл, GE Healthcare) согласно ранее описанной 
методике [15]. 

Концентрации белков определяли по  методу 
Брэдфорд [16]. 

Гомогенность белков в препаратах тестировали 
электрофоретически [17] с использованием коммер-

Рис. 1. Доменная организация LonА-протеазы Е. coli (А) и ее делеционной формы Lon-dHI(CC) (Б). 
Обозначения доменов: N – N-концевой, HI(СС) – инсерционный α-спирализованный с сoiled-coil(СС)-областью, 
NB – нуклеотидсвязывающий, H – α-спирализованный, Р – протеолитический. Компоненты АТР-азного центра: 
А и B – мотивы Уолкера, S1 и S2 – сенсорные остатки; R-f – остаток «аргининовый палец»; компоненты протео-
литического центра: Ser679 и Lys722 – каталитические остатки 
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ческого набора маркеров (М, кДа): β-галактозидаза 
(116.0), бычий сывороточный альбумин (66.2), оваль-
бумин (45.0), лактатдегидрогеназа (35.0), рестриктаза 
Bsp98I (25.0), β-лактальбумин (18.4) и лизоцим (14.4). 

Очистка ДНК 
ДНК очищали согласно протоколу, представленному 
в руководстве [18]. 

Определение ферментативных свойств Lon-H6-
протеазы и делеционной формы Lon-dHI(CC)
АТР-азную активность тестировали по накопле-
нию во  времени неорганического фосфата в  ре-
акции гидролиза АТР в 50 мМ Tрис-HCl-буфере, 
рН 8.1, содержащем 150 мМ NaCl, 5 мМ ATP, 20 мМ 
MgCl

2
 и 1 мкМ фермент, при 37оС [19]. В контроль-

ном опыте фермент заменяли буфером. Начальные 
скорости реакций определяли по  величине опти-
ческого поглощения смеси из 200 мкл реакционной 
среды и 600 мкл реагента (100 мM Zn(AcO)

2
, 15 мM 

(NH
4
)

6
Mo

7
O

24
, 1% SDS, pH 4.5–5.0) при длине волны 

350 нм (ε
350

 = 7 800 М-1 см-1). 

Тиоэстеразная активность. За гидролизом тио
бензилового эфира N-замещенного трипептида 
Suc-Phe-Leu-Phe-SBzl (PepTBE) следили спек-
трофотометрически при длине волны 324 нм по ве-
личине оптического поглощения 4-тиопиридона 
(ε

324
 = 16 500 М-1 см-1), образующегося в результате 

взаимодействия продукта гидролиза (бензилтио-
лата, BzlS-) c 4,4´-дитиодипиридином (DTDP) [20]. 
Гидролиз РерТВЕ проводили при 37оС в 50 мM Tрис-
HCl-буфере, рН 8.1, содержащем 150 мM NaCl, 10% 
DMSO, 0.2 мМ DTDP, 0.1 мМ PepTBE и 0.2 мкМ фер-
мент. При изучении влияния эффекторов в смесь до-
бавляли нуклеотид до 2.5 мМ и MgCl

2 
до 20 мМ. 

Протеолитическую активность ферментов 
тестировали электрофоретически [17]. Реакцию 
проводили при  температуре 37оС в  50 мМ Tрис-
HCl-буфере, pH 8.1, содержащем 150 мМ NaCl, 
20 мкМ β-казеин и 2–6 мкМ фермент, в отсутствие 
или в присутствии 5 мМ Nu и 20 мМ MgCl

2
. Аликвоту 

реакционной или  контрольной смеси (20 мкл) 
смешивали с 7 мкл лизирующего буфера (0.2 M Tрис-
HCl, pH 8.9, 4% SDS, 20% глицерин, 0.5 мM EDTA, 
0.8% бромфеноловый синий, 3% β-меркаптоэтанол), 
кипятили в течение 10 мин, наносили на 12% полиа-
криламидный гель (ПААГ) для электрофореза. 

Автолитическую активность ферментов тестиро-
вали электрофоретически [17] в условиях, аналогич-
ных условиям определения протеолитической актив-
ности, но в отсутствие β-казеина. 

Тестирование комплексов Lon-H6-протеазы  
и Lon-dHI(CC) с плазмидной ДНК 
За образованием комплексов фермент–ДНК следили 
по торможению ДНК в агарозном геле (метод GMSA) 
[21]. 20–25 мкг Lon-H

6
 или Lon-dHI(CC) инкубиро-

вали в течение 30 мин при 25°С с 500 нг плазмидной 
ДНК (pET28a) в 25 мкл 20 мМ Трис-HCl-буфера, рН 
7.5, содержащего 60 мМ NaCl. Комплексы белок–ДНК 
анализировали гель-электрофорезом в стандартном 
1.0% агарозном геле. Полосы ДНК визуализировали 
окрашиванием бромистым этидием. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Использованная в работе рекомбинантная Ес-Lon-
протеаза, содержащая дополнительный С-концевой 
октапептид, включающий гексагистидиновый фраг-
мент (Lon-H

6
), была получена и охарактеризована 

ранее [15]. На основе Lon-H
6
 получена рекомбинант-

ная делеционная форма Lon-dHI(CC) без  инсер-
ционного HI(CC)-домена (остатки Glu124–Asn304, 
рис.  1Б). В  препаративных количествах Lon-H

6 

(М 88.5 кДа) и ее делеционную форму Lon-dHI(CC) 
(М 67.5 кДа) выделяли с использованием аффин-
ной хроматографии на  Ni-сефарозе и  анионооб-
менной хроматографии на Q-сефарозе. Проведено 
сравнительное изучение ферментативной актив-
ности интактной Lon-H

6
-протеазы и ее делецион-

ной формы. При этом охарактеризовано три типа 
активности – АТР-азная, протеолитическая (суб-
страт – β-казеин) и пептидазная (субстрат – Suc-
Phe-Leu-Phe-SBzl, РерТВЕ), а также изучена воз-
можность автолиза препаратов ферментов. Кроме 
того, методом фенольной экстракции проверено 
присутствие нуклеиновой кислоты в  различных 
препаратах белка. 

АТР-азная активность делеционной формы  
Ес-Lon-протеазы
Для тестирования как АТР-азной, так и других видов 
активности Lon-H

6
-протеазы и ее делеционной фор-

мы в качестве стандартных условий были выбраны 
37°С и 50 мМ Трис-HCl-буфер, рН 8.1, содержащий 
150 мМ NaCl. 

Известно, что нативная wt-Ес-Lon проявляет мак-
симальный уровень АТР-азной активности при рав-
ных концентрациях ATP и Mg2+, а избыток ионов 
магния оказывает ингибирующее влияние на гидро-
лиз АТР, которое нивелируется связыванием белко-
вого субстрата [22]. 

Эти же тенденции характерны для интактной Lon-
H

6
-протеазы (рис. 2А): эффективность гидролиза 

АТР ферментом в условиях, близких к физиологи-
ческим (соотношение концентраций Nu : Mg2+ = 1 : 4), 
существенно ниже, чем при эквимолярных концен-
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трациях Nu и ионов Mg2+. Добавление белкового суб-
страта (β-казеин) в обоих случаях приводит к значи-
тельному возрастанию АТР-азной активности. 

 С утратой HI(CC)-домена Lon-протеаза почти пол-
ностью теряет способность к гидролизу АТР: АТР-
азная активность Lon-dHI(CC) снижена по  срав-
нению с активностью интактной Lon-H

6
-протеазы 

более чем в 10 раз и практически не зависит ни от со-
отношения концентраций нуклеотида и ионов Mg2+, 
ни от добавления белка-субстрата (рис. 2Б). 

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что инсерционный α-спирализованный HI(CC)-домен 
необходим для формирования АТР-азного центра Ес-
Lon-протеазы и его корректного функционирования. 

Активность пептидазного центра делеционной 
формы Ес-Lon-протеазы
Аналогично Lon-H

6
-протеазе Lon-dHI(CC) способ-

на к  гидролизу модельного пептидного субстрата 
PepTBE, однако базовая пептидазная активность 
делеционной формы составляет около 30% от актив-
ности интактного фермента (таблица). Из приве-
денных в таблице данных следует, что только ионы 
Mg2+ активируют пептидазные центры и  Lon-H

6
, 

и Lon-dHI(CC). Влияние нуклеотидных эффекто-
ров на интактный и модифицированный ферменты 
кардинально различается. Свободные нуклеотиды 
(кроме ADP) и комплексы Nu-Mg в разной степени 
(2–11 раз) активируют Lon-H

6
-протеазу, а ADP ин-

гибирует ее, тогда как ни один из нуклеотидов прак-

Рис. 2. АТР-азная актив-
ность интактной Lon-
H

6
-протеазы (А) и ее 

делеционной формы 
Lon-dHI(CC) (Б) в отсут-
ствие (черные столб-
цы) и в присутствии 
(красные столбцы) 
белкового субстра-
та – β-казеина. Условия 
эксперимента: 50 мМ 
Трис-HCl-буфер, pH 8.1; 
0.15 М NaCl; 37°С; кон-
центрации: АТР – 5 мМ; 
MgCl

2
 – 20 (1, 2) или 

5 мM (3, 4); β-казеин – 
0 (1, 3) или 0.5 мг/мл 
(2, 4); фермент – 
0.5–1 мкМ 
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Влияние эффекторов на активность пептидгидролазных 
центров Lon-H

6
 и Lon-dHI(CC)

Эффектор
Lon-H

6
Lon-dHI(CC)

v n v n

Без эффектора 5.88 1 1.64 1

Mg 33.1 5.62 5.19 3.16

АТР 47.1 8.01 1.33 0.81

ADP 0.49 0.08 1.79 1.09

АМРPNP* 14.2 2.41 1.82 1.11

ATP-Mg 63.5 10.8 4.62 2.82

ADP-Mg 10.1 1.73 4.89 2.98

АМРPNP-Mg 58.0 9.86 5.6 3.41

Примечание. Приведены значения удельной скоро-
сти гидролиза субстрата PepTBE (v, ([S], мкМ)/([E], 
мкМ)·мин) и n – отношение скоростей гидролиза 
субстрата в присутствии и в отсутствие эффектора 
(v

эф
/v

0
), где n < 1 соответствует ингибированию 

(показано курсивом), а n > 1 – активации гидролиза 
(показано жирным шрифтом). Ошибка не превышала 
10%. Условия эксперимента: 50 мМ Tрис-HCl-буфер, 
pH 8.1; 0.15 М NaCl; 10% DMSO; 0.1 мМ PepTBE; 0.2 
мМ DTDP; 2.5 мМ Nu; 20 мМ MgCl

2
; 0.2 мкМ фер-

мент; 37°С.
*Негидролизуемый аналог АТР, аденозин-5'-
(β,γ-имидо)трифосфат. 
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тически не влияет на гидролиз пептида Lon-dHI(CC)-
протеазой, а комплексы Nu-Mg оказывают близкое 
по величине, но относительно невысокое активиру-
ющее воздействие на пептидазный центр фермента, 
сопоставимое с влиянием ионов Mg2+. Из этих данных 
следует, что форма Lon-dHI(CC) не способна связы-
вать свободные нуклеотиды и слабо взаимодействует 
с их комплексами с ионами магния. Наиболее дей-
ственным эффектором, влияющим на  активность 
пептидазного центра, следует считать ионы магния. 

Таким образом, удаление HI(CC)-домена приво-
дит к снижению активности пептидазного центра Ec-
Lon-протеазы и к утрате регулирующего влияния 
АТР-азного центра на пептидазный, которое в ин-
тактном ферменте обусловлено природой связанного 
нуклеотида. 

Протеолитическая и автолитическая активности 
делеционной формы Ес-Lon-протеазы
Протеолитическую активность Lon-H

6
 и ее делеци-

онной формы Lon-dHI(CC) тестировали по гидроли-
зу модельного белкового субстрата – β-казеина – 
в отсутствие и при наличии ионов Mg2+, свободных 
нуклеотидов и их комплексов. Эффективность ги-
дролиза белка-мишени и процесс накопления про-
дуктов деградации детектировали с помощью гель-
электрофореза. 

Интактная Lon-H
6
-протеаза способна гидроли-

зовать β-казеин в двух случаях: по процессивному 
механизму (без образования крупных промежуточ-
ных фрагментов) в условиях сопряжения протеолиза 
с гидролизом АТР или по непроцессивному механиз-
му в присутствии комплекса негидролизуемого ана-
лога АТР с магнием (рис. 3).

Удаление HI(CC)-домена приводит к полной утра-
те делеционной формой протеолитической активно-
сти по β-казеину, что свидетельствует о важности 
этого домена для связывания и гидролиза белкового 
субстрата (рис. 3). При этом на электрофореграмме 
инкубированной реакционной смеси обнаруживают-
ся полосы, соответствующие полипептидам с моле-
кулярными массами от 40 до 60 кДа, что указывает 
на возможность самодеградации Lon-dHI(CC) в ус-
ловиях, используемых при определении гидролиза 
белка-мишени. 

Выявление у Lon-dHI(CC) автолитической актив-
ности, сопровождающей потенциальный гидролиз 
белкового субстрата, потребовало изучения самого 
процесса автолиза. Показано, что интактная Lon-
H

6
-протеаза устойчива к самодеградации в присут-

ствии любых нуклеотидных эффекторов (рис. 4). 
При этом в процессе длительной инкубации (24 ч 
и более) обнаруживается слабый автолиз Lon-H

6
 

в отсутствие эффекторов или при наличии ионов 

Рис. 3. Гидролиз 
β-казеина Lon-H

6
-

протеазой и ее де-
леционной формой 
Lon-dHI(CC) в отсут-
ствие и в присутствии 
эффекторов (электро-
форез в 12% ПААГ). 
Условия эксперимента: 
50 мМ Трис-НCl-буфер, 
рН 8.1; 0.15 М NaCl; 
37°С; время реакции 
2 ч; концентрации: Nu – 
5 мМ; MgCl

2
 – 20 мМ; 

β-казеин – 0.5 мг/мл; 
Lon-H

6
 – 2.5 мкМ; Lon-

dHI(CC) – 6 мкМ. 
1 – фермент (контроль), 
2 – β-казеин (контроль), 
«___» – в отсутствие 
ионов Mg2+, Mg – в при-
сутствии ионов Mg2+, 
М – маркеры 
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магния (рис. 4), что согласуется с ранее полученны-
ми результатами [23]. 

В  отличие от  Lon-H
6
, делеционная форма Lon-

dHI(CC) нестабильна, она подвергается автолизу 
как в отсутствие, так и в присутствии нуклеотидных 
эффекторов, причем, процесс автолиза Lon-dHI(CC) 
наиболее выражен при наличии ионов Mg (рис. 4). 

Таким образом, утрата HI(CC)-домена приводит 
к полной потере способности Lon-H

6
-протеазы к ги-

дролизу белкового субстрата и  к дестабилизации 
структуры фермента.

Связывание нуклеиновой кислоты Lon-H6-
протеазой и делеционной формой Lon-dHI(CC)
Важная характеристика Ес-Lon – способность к свя-
зыванию ДНК [8–10], однако сайт взаимодействия 
фермента с нуклеиновой кислотой до настоящего 
времени не локализован. Поскольку другие АТР-
зависимые протеазы системы контроля качества 
клеточных белков не обладают ДНК-связывающими 
свойствами и не содержат характерного для LonA-
протеаз инсерционного HI(CC)-домена, можно ожи-
дать, что именно HI(CC)-домен вовлечен в связыва-
ние нуклеиновой кислоты. В связи с этим проверили 
содержание нуклеиновой кислоты в препаратах Lon-
H

6
-протеазы и ее делеционной формы, полученных 

в настоящей работе. 
Содержание ДНК в препаратах обоих ферментов, 

определенное по соотношению оптического поглоще-
ния (А

260
/А

280
) в растворах Lon-H

6
 и Lon-dHI(CC) (1.09 

и 1.06 соответственно), не превышало 5%. Связанную 
с  ферментами нуклеиновую кислоту выделяли 
из препаратов методом фенол-хлороформной экс-
тракции. Обработка экстрактов бензоназой (неспеци
фическая нуклеаза, Sigma) привела к исчерпыва-
ющему гидролизу мишеней, что подтверждает их 
принадлежность к нуклеиновым кислотам. В то же 
время оба экстракта оказались устойчивыми к обра-
ботке РНКазой А. Эти результаты свидетельствуют 
о том, что и полноразмерная, и делеционная формы 
Ес-Lon выделяются из клеток E. coli в виде комплек-
сов с ДНК. 

Фенол-хлороформные экстракты анализирова-
ли с помощью электрофореза в 1% агарозном геле 
с последующим окрашиванием бромистым этидием 
(рис. 5). Установлено, что препараты и интактной 
Lon-H

6
-протеазы, и  ее делеционной формы Lon-

dHI(CC) содержат значительное количество связан-
ной ДНК в виде фрагментов размером около 150 п.н. 

Кроме того, оказалось, что  обе формы Lon-
протеазы способны к  связыванию дополнитель-
ного количества нуклеиновой кислоты. Показано, 
что инкубация плазмидной ДНК с Lon-H

6 
или с Lon-

dHI(CC) приводит к образованию комплексов ДНК–
фермент и к изменению подвижности нуклеиновой 
кислоты при электрофорезе в агарозном геле (рис. 6). 

Из представленных данных следует, что HI(CC)-
домен Ec-Lon-протеазы либо не участвует во взаимо-
действии с нуклеиновой кислотой, либо не является 
определяющим в этом взаимодействии.

Рис. 4. Автолиз Lon-H
6
-

протеазы и ее деле-
ционной формы Lon-
dHI(CC) в отсутствие 
и в присутствии эффек-
торов. Условия экспе-
римента и обозначения 
как на рис. 3 со следу-
ющими изменениями: 
Lon-H

6
 – 3.4 мкМ, время 

реакции 24 ч. К – исход-
ный фермент (контроль, 
время реакции 0 ч) 
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Эффекторы

без Nu	 ATP	 ADP	 AMPPNP
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Согласно полученным данным характеристический 
инсерционный HI(CC)-домен Ес-Lon-протеазы не-
обходим для формирования и корректного функци-
онирования АТР-азного центра фермента. В то же 
время НI(СС)-домен не  влияет на  формирование 
пептидазного центра Ес-Lon, однако имеет исклю-
чительное значение для взаимовлияния активных 
центров. Следует подчеркнуть, что, несмотря на со-
хранение активности пептидазного центра, делеция 
HI(CC)-домена приводит к полной утрате ферментом 
протеолитической активности, что свидетельствует 
о важности этого домена для связывания и гидролиза 
белкового субстрата Ес-Lon-протеазой. 

Интересно, что делеционные формы Lon-протеазы 
из Brevibacillus thermoruber (Bt-Lon) [24], утратив-
шие фрагменты (246–259) или (248–256) в coiled-
coil(CC)-области, теряют все три вида активности. 
Противоречие в оценке возможности функциониро-
вания пептидазного центра в делеционных формах 
LonA-протеаз, выявленное при сопоставлении ре-
зультатов настоящей работы и данных [24], может 
быть обусловлено использованием разных субстра-
тов при тестировании пептидазного центра – тио
бензилового эфира N-защищенного трипептида 
(Suc-Phe-Leu-Phe-SBzl) в нашей работе и 4-метокси-
β-нафтиламида менее специфичного трипептида 
(Glt-Ala-Ala-Phe-MNA) – в [24].

Обнаруженный нами интенсивный автолиз 
Lon-dHI(CC) вызван, как  мы  полагаем, утратой 

Рис. 6. ДНК-связывающая способность Lon-H
6
 

и Lon-dHI(CC). Условия эксперимента: 20 мМ 
Трис-HCl-буфер, pH 7.5; 60 мМ NaCl; 25°С; 
ДНК (pET28a) – 28 нМ (1–3); Lon-H

6
 – 33.9 мкМ (2), 

Lon-dHI(CC) – 22.2 мкМ (3); М – маркеры 
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Рис. 5. Фенольные экстракты образцов Lon-H
6
 (1) 

и Lon-dHI(CC) (2). М – маркеры, НК – нуклеиновая 
кислота
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способности к  эффективному связыванию ну-
клеотидов – свойства, которое является стабилизи-
рующим фактором для полноразмерного фермента. 
Предположение о возможной роли HI(CC)-домена 
как сайта связывания нуклеиновой кислоты Ec-Lon-
протеазой не  получило экспериментального под-
тверждения.

Таким образом, можно считать, что инсерционный 
HI(CC)-домен Ec-Lon-протеазы необходим для фор-
мирования функционально активной структуры 
фермента и реализации белок-белковых взаимодей-
ствий.  

Работа выполнена при финансовой 
поддержке Российского научного фонда 

(проект № 14-50-00131).
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ВВЕДЕНИЕ
Интерлейкин-2 – цитокин, играющий важную 
роль в регуляции иммунной системы, используется 
как лекарственное средство при различных онколо-
гических заболеваниях [1, 2]. Сравнительно недавно 
было обнаружено, что интерлейкин-2 обладает бак-
териолитической активностью [3–6], физиологиче-
ская роль которой еще не установлена. Показано, 
что субстратная специфичность интерлейкина-2 от-
личается от специфичности лизоцима куриного яйца 
[3–6]. Однако известны микроорганизмы, на которые 
действуют и интерлейкин-2, и лизоцим. С целью бо-
лее точного выявления потенциальных эффекторов 
мы сравнили влияние на активность интерлейки-
на-2 и лизоцима различных веществ – аминокис-
лот, биогенных аминов, пептидных антибиотиков, 
EDTA и милдроната. Эти вещества или их аналоги 
могут присутствовать в  биологических системах. 
В качестве субстрата мы взяли клетки Escherichia 
coli, которые лизируются как  интерлейкином-2, 
так и лизоцимом [3–5]. Изучение характера влияния 

различных добавок может в дальнейшем помочь по-
нять механизм бактериолитического действия ин-
терлейкина-2. Понимание особенностей влияния 
различных веществ на активность интерлейкина-2 
и лизоцима может дать ключ к повышению эффек-
тивности медицинских препаратов и позволит раз-
работать новые лекарственные средства.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали: глицин (Fluka, Германия); 
EDTA (Panreac,  Испания);  L-лизин (Serva, 
Германия); тирамин, триптамин, таурин (Acros 
Organics, США), Трис, MES (Amresco, США); баци-
трацин (MP Biomedicals, Германия); полимиксин B, 
L-триптофан, L-тирозин, L-фенилаланин, лизоцим 
куриного яйца (Sigma Aldrich, США); NaOH (Merck, 
Германия); уксусную кислоту («Химмед», Россия); 
соляную кислоту («Лаверна», Россия); милдронат 
(2-(2-карбоксилатоэтил)-1,1,1-триметилгидразиний) 
(Cridex, Латвия); L‑глутамат натрия (HongMei, 
КНР); ронколейкин (раствор очищенного интерлей-
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РЕФЕРАТ Изучено влияние различных веществ на бактериолитическую активность интерлейкина-2 и лизо-
цима куриного яйца. Показано, что глицин и лизин не влияют на активность интерлейкина-2. Влияние этих 
аминокислот на лизоцим характеризуется колоколообразной зависимостью с максимумом при 1.5 и 18 мМ 
для глицина и лизина соответственно. Аргинин и глутамат активируют и интерлейкин-2, и лизоцим, про-
являя концентрационную зависимость, близкую к гиперболической. Ароматические аминокислоты прак-
тически не влияют на активность обоих белков. Ароматические амины триптамин и тирамин активируют 
интерлейкин-2, но ингибируют лизоцим. Пептидные антибиотики действуют на интерлейкин-2 и лизоцим 
сходным образом с максимумом в области микромолярных концентраций. Таурин практически не влияет 
на интерлейкин-2 и лизоцим. Милдронат не влияет на лизоцим, но активирует интерлейкин-2, максималь-
ный эффект достигается при концентрации эффектора 3 мM. EDTA в концентрации 0.15 мМ и выше вы-
зывает активацию как интерлейкина-2, так и лизоцима.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА бактериолитическая активность, интерлейкин-2, лизоцим куриного яйца.
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кина-2 для внутривенного и подкожного введения 
(0.25 мг/мл; «Биотех», Россия)).

Штамм Е. coli M109 предоставлен J. Messing 
(Waksman Institute, New Jersey, США). Клетки 
выращивали согласно стандартной методике [7]. 
Суспензию клеток с  концентрацией 109 КОЕ/мл 
в  растворе 0.15 M NaCl замораживали порциями 
по 1 мл в жидком азоте. Препарат клеток хранили 
при температуре –70°C не более 2–3 недель. Клетки 
размораживали непосредственно перед эксперимен-
том. Размороженную суспензию клеток центрифу-
гировали при 4500 об/мин в течение 5 мин на цен-
трифуге Minispin (Eppendorf, Германия), затем 
ресуспендировали в буферном растворе для измере-
ния активности.

Бактериолитическую активность (скорость ли-
зиса клеток) измеряли турбидиметрическим ме-
тодом по  уменьшению поглощения суспензии 
(–dA/dt, мин–1) [5, 8] на длине волны 650 нм, в дан-
ных условиях прямо пропорциональному скорости 
изменения числа клеток – dKOE/dt. Измерения 
проводили в кюветах с длиной оптического пути 1 см 
и объемом 0.5 мл. Поглощение растворов измеряли 
с использованием двухлучевого спектрофотометра 
UV-1800 (Shimadzu, Япония). Раствор лизоцима 
в буфере для измерения активности готовили непо-
средственно перед экспериментом. Готовый раствор 
интерлейкина-2 использовали без  дополнитель-
ной обработки, ампулу вскрывали непосредствен-
но перед экспериментом. Измерения проводили 
при температуре 37°С в буферном растворе 10 мМ 
MES-Tрис-ацетат pH 8.8 для интерлейкина-2 и pH 
8.5 для лизоцима. Для удобства сравнения скоростей 
лизиса клеток во всех экспериментах использовали 
интерлейкин-2 в конечной концентрации 15 мкг/мл, 
лизоцим – 0.1 мкг/мл. В спектрофотометрической 
кювете сначала смешивали буферный раствор и ис-
ходную суспензию клеток. При определении скоро-
сти лизиса клеток в присутствии фермента подбира-
ли такое количество добавляемой суспензии, чтобы 
поглощение (A

650
) в кювете в начальный момент вре-

мени было равно 0.43–0.45. В течение 5 мин измеря-
ли изменение фонового поглощения, которое может 
быть связано с самопроизвольным лизисом клеток 
без фермента или с их оседанием. Затем в кювету до-
бавляли растворы эффекторов, в течение 5 мин из-
меряли изменение фонового поглощения, после чего 
добавляли раствор фермента. В качестве начальной 
скорости лизиса клеток определяли изменение по-
глощения в интервале 5–25 с с момента добавления 
фермента. Значение величины фонового самопроиз-
вольного лизиса (или осаждения) клеток в отсутствие 
фермента вычитали из значения скорости лизиса 
в присутствии фермента. Во всех экспериментах фо-

новое изменение поглощения не превышало средней 
величины погрешности измерения скорости лизиса 
в присутствии фермента. В условиях данной работы 
все добавки, кроме ферментов, не изменяли величи-
ну фонового лизиса в пределах погрешности экспе-
римента. Значение pH растворов всех добавляемых 
веществ доводили при необходимости до 8.8 (8.5) с по-
мощью растворов NaOH или HCl. Эффекты добавок 
не сводились к влиянию на активность за счет изме-
нения ионной силы при увеличении концентрации 
эффектора. Не выявлено значимых изменений бак-
териолитической активности при изменении ионной 
силы в использованных нами диапазонах [3, 8].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлены зависимости активности 
лизоцима и интерлейкина-2 от концентрации гли-
цина, лизина, аргинина и глутамата. Из рис. 1А,Б 
видно, что активность интерлейкина-2 не изменя-
ется в присутствии глицина, самой простой при-
родной аминокислоты, и положительно заряженно-
го лизина, тогда как активность лизоцима зависит 
от концентрации как глицина, так и лизина. В при-
сутствии 2 мМ глицина или 15–18 мМ лизина ак-
тивность лизоцима достигает максимума, при даль-
нейшем повышении концентрации активность 
лизоцима снижается и возвращается к исходным 
значениям. Таким образом, в  присутствии этих 
двух аминокислот лизоцим и интерлейкин-2 ведут 
себя по-разному, что может указывать на различия 
в механизме их действия. Эффект повышения ак-
тивности лизоцима при добавлении глицина ранее 
не был описан. Однако известно, что глицин может 
повышать эффективность различных антимикроб-
ных агентов, а также обладает бактериостатиче-
ским действием [9]. Различия во влиянии глицина 
на  лизоцим и  интерлейкин-2 сложно объяснить. 
Например, можно предположить, что глицин дей-
ствует на один из бактериальных поринов, облег-
чая взаимодействие лизоцима с клеточной стенкой, 
в то время как в случае интерлейкина-2 данный ме-
ханизм, по-видимому, не реализуется.

На рис. 1В представлены кривые, показывающие 
как аргинин влияет на бактериолитическое действие 
лизоцима и  интерлейкина-2. Видно, что  при  кон-
центрации эффектора 10 мМ и выше скорость ли-
зиса клеток обоими белками существенно воз-
растает. Действие аргинина может определяться 
сложной совокупностью воздействий как на фер-
мент, так и на клетки. Известно, что аргинин повы-
шает эффективность фармацевтических препаратов 
на основе лизоцима, препятствуя его агрегации [10]. 
Следует также отметить принципиальные различия 
в характере влияния аргинина и лизина на бактерио-
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литическую активность лизоцима и интерлейкина-2. 
Вероятно, различий в полярности и геометрии по-
ложительно заряженных радикалов этих двух ами-
нокислот достаточно для того, чтобы лизин влиял 
на лизис клеток лизоцимом и не влиял на лизис кле-
ток интерлейкином-2.

Активность и лизоцима, и интерлейкина-2 изме-
няется сходным образом в присутствии 15 мМ глу-
тамата, увеличиваясь в 2 и 3 раза соответственно 
(рис. 1Г). При дальнейшем повышении концентра-
ции глутамата активность меняется незначительно. 
Сходное действие глутамата на активность лизоцима 
и интерлейкина-2 можно, по-видимому, объяснить 
тем, что глутамат образует комплекс с положитель-
но заряженными группами на поверхности белков, 
предотвращая непродуктивную сорбцию ферментов 

на клетках, что может существенно изменять эффек-
тивные значения параметров бактериолитической 
активности [11, 12].

На рис. 2 представлены зависимости активности 
лизоцима и интерлейкина-2 от концентрации аро-
матических аминокислот. Тирозин, учитывая его 
низкую растворимость в воде, использовали толь-
ко в концентрации менее 0.6 мМ. Видно, что в при-
сутствии фенилаланина и триптофана активность 
лизоцима немного снижается (незначительно пре-
восходит погрешность измерения). В присутствии 
тирозина активность лизоцима повышается также 
практически на уровне средней погрешности изме-
рений. Активность интерлейкина-2 в присутствии 
фенилаланина и триптофана не изменяется. На кри-
вой зависимости активности интерлейкина-2 от кон-

Рис. 1. Зависи-
мость актив-
ности интер-
лейкина-2 (1) 
и лизоцима (2) 
от концентра-
ции добавок 
глицина (А), 
лизина (Б), 
аргинина (В) 
и глутамата (Г). 
37°С, 10 мМ 
MES-Tрис-
ацетат, pH 8.8 
и pH 8.5 для ин-
терлейкина-2 
и лизоцима со-
ответственно
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центрации тирозина наблюдается слабо выраженный 
максимум (увеличение активности на треть от исход-
ной) при концентрации добавки 0.25–0.3 мМ. В целом, 
можно утверждать, что ароматические аминокислоты 
незначительно влияют на активность как лизоцима, 
так и интерлейкина-2. Иная картина, как будет пока-
зано далее, прослеживается в действии производных 
ароматических аминокислот, а именно биогенных 
ароматических аминов – триптамина и тирамина.

На  рис.  3 представлены зависимости активно-
сти интерлейкина-2 и лизоцима от концентрации 
биогенных аминов тирамина и триптамина, кото-
рые формально являются производными тирозина 
и триптофана. Видно, что интерлейкин-2 активиру-
ется, а лизоцим ингибируется обоими биогенными 
аминами. Однако эффект влияния тирамина на ли-

зоцим слабо выражен. Эти результаты также могут 
свидетельствовать в пользу принципиальных раз-
личий в механизмах действия интерлейкина-2 и ли-
зоцима. Для интерлейкина-2 характерно связыва-
ние с различными лигандами за счет гидрофобных 
взаимодействий [13], поэтому возможно, что тирамин 
и триптамин связываются с какими-то гидрофобны-
ми областями на поверхности интерлейкина-2, пре-
пятствуя его непродуктивной сорбции на клетках.

На рис. 4 приведены кривые зависимости актив-
ности интерлейкина-2 и лизоцима от концентрации 
пептидных антибиотиков полимиксина B и  баци-
трацина. Видно, что антибиотики сходным образом 
действуют на активность обоих бактериолитических 
факторов с максимумом в области 5–7 мкМ. Впрочем, 
эти пептидные антибиотики обладают цитотокси-
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Рис. 2. Зависимость активности интерлейкина-2 (1) и лизоцима (2) от концентрации добавок фенилаланина (А), 
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ответственно
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ческим действием на клетки E. coli [14, 15], поэтому 
схожесть эффекта может быть связана с неким воз-
действием на клетки, а не с влиянием на свойства 
бактериолитических факторов. Сам антибиотик 
не вызывает лизис бактерий, но каким-то образом 
делает их более уязвимыми к действию бактериоли-

тических ферментов, что наблюдали ранее в случае 
эндолизина из бактериофага SPZ7 [16].

На рис. 5 представлены зависимости активности 
интерлейкина-2 и лизоцима от концентрации мил-
дроната, таурина и EDТА. Милдронат не изменяет 
активность лизоцима, но зависимым от концентра-

Рис. 4. Зависимость активности интерлейкина-2 (1) и лизоцима (2) от концентрации добавок полимиксина В (А) 
и бацитрацина (Б). 37°С, 10 мМ MES-Tрис-ацетат, pH 8.8 и pH 8.5 для интерлейкина-2 и лизоцима соответственно
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Рис. 5. Зависимость активности интерлейкина-2 (1) и лизоцима (2) от концентрации добавок милдроната (А), тау-
рина (Б), EDТА (В). 37°С, 10 мМ MES-Tрис-ацетат, pH 8.8 и pH 8.5 для интерлейкина-2 и лизоцима соответственно
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ции образом увеличивает активность интерлейки-
на-2 с максимумом при 3 мМ. Физиологическое дей-
ствие милдроната обычно объясняют структурным 
сходством с природными биологически активными 
соединениями, в том числе с γ-бутиробетаином, его 
предшественником, из которого синтезируется кар-
нитин [17, 18]. Наблюдаемая зависимость активно-
сти интерлейкина-2 от концентрации милдроната 
свидетельствует о прямом образовании комплекса 
фермента с эффектором. Таурин не влияет на актив-
ность ни интерлейкина-2, ни лизоцима. EDТА в кон-
центрации 0.1 мМ и выше усиливает действие обоих 
бактериолитических факторов, что, как и в случае 
с пептидными антибиотиками, можно частично объ-
яснить действием на клетки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Как видим, влияние добавок на интерлейкин-2 и ли-
зоцим зависит от химической природы добавки, что, 
по-видимому, может указывать принципиально раз-
ные механизмы действия. Нами выявлены вещества, 
которые активируют изучаемые бактериолитические 
факторы, что  может иметь практическую значи-
мость. Эффекторы могут использоваться для повы-
шения эффективности уже существующих меди-
цинских препаратов, а также для создания новых 
лекарственных композиций. Например, впервые по-
казано, что глицин, лизин и глутамат непосредствен-
но усиливают бактериолитическую активность лизо-
цима. И глицин, и лизин, и лизоцим являются широко 

распространенными лекарственными средствами, 
но их совместное действие не изучено. Влияние глу-
тамата и аргинина на активность лизоцима также 
ранее не изучали. Интерлейкин-2 в настоящее время 
используют в качестве регулятора иммунной систе-
мы, но не бактериолитического фактора, так как его 
бактериолитические свойства ранее не были извест-
ны. Однако не исключено, что антимикробные свой-
ства также сыграли свою роль в ряде случаев, когда 
эффективность интерлейкина-2 была подтверждена. 
Интерлейкин-2 применяют как при сепсисе, где роль 
бактерий очевидна, так и в терапии опухолей, где 
роль бактерий менее очевидна, однако могут иметь 
место сочетанные с основным заболеванием бакте-
риальные поражения тканей. Механизм бактерио-
литического действия интерлейкина-2 пока не уста-
новлен, механизм воздействия эффекторов на его 
активность также требует дальнейшего изучения. 
Однако становится понятно, что следует обратить 
пристальное внимание на активацию интерлейки-
на-2 в присутствии добавок, например, мельдония, 
аргинина и глутамата. Сочетанное использование 
данных препаратов может открыть новые горизонты 
в лечении тяжелых заболеваний. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РНФ (проект № 15-14-00012 «Исследование 

бактериолитической активности 
интерлейкина-2»).
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ВВЕДЕНИЕ
Род Orthopoxvirus семейства Poxviridae включа-
ет такие патогенные для человека виды, как виру-
сы натуральной оспы (variola virus, VARV), оспы 
обезьян (monkeypox virus, MPXV), коровьей оспы 
(cowpox virus, CPXV) и осповакцины (vaccinia virus, 
VACV). Массовая вакцинация традиционной вакци-
ной на основе VACV защищала не только от VARV, 
но и от близкородственных MPXV и CPXV [1]. После 
1980 года в результате ликвидации оспы и повсе-
местного прекращения иммунизации против нее 
доля населения, чувствительного к VARV и другим 
патогенным для  человека ортопоксвирусам, по-
стоянно увеличивается. Об этом свидетельствуют 
участившиеся многочисленные вспышки ортопокс

вирусных инфекций среди людей, обусловленных 
такими вирусами, как MPXV, CPXV и VACV [2–6]. 
Кроме того, VARV рассматривают как возможный 
агент биотеррористических атак, которые могут 
иметь катастрофические последствия для всего на-
селения Земли [6]. Отсутствие эффективных проти-
вовирусных препаратов и опасность использования 
классической живой вакцины на основе VACV из-за 
тяжелых поствакцинальных осложнений требуют 
разработки современных безопасных вакцин против 
ортопоксвирусных инфекций и схем их применения 
[7, 8].

Ранее нами на основе штамма LIVP VACV, ис-
пользуемого в  Российской Федерации для  вак-
цинации людей, создан рекомбинантный вариант 
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РЕФЕРАТ Отсутствие у населения противооспенного иммунитета, участившиеся случаи поражения человека 
ортопоксвирусами и увеличивающиеся риски применения вируса натуральной оспы (variola virus, VARV) 
в качестве агента биотерроризма требуют разработки современных безопасных вакцин против ортопокс
вирусных инфекций. Ранее нами были получены поливалентная ДНК-вакцина на основе пяти антигенов 
VARV и аттенуированный вариант вируса осповакцины (vaccinia virus, VACV) с направленной делецией 
шести генов (VAC∆6). В независимых опытах показано, что трехкратная иммунизация ДНК-вакциной 
и двукратная иммунизация VAC∆6 обеспечивали защиту мышей от летальной дозы (10 LD50) высокопато-
генного для них вируса эктромелии (ectromelia virus, ECTV). Цель представленной работы состояла в срав-
нении противооспенного иммунитета, формируемого при различных схемах иммунизации ДНК-вакциной 
и VAC∆6. Установлено, что иммунизация мышей поливалентной ДНК-вакциной с последующим бустирова-
нием рекомбинантным вариантом VAC∆6 наравне с двукратной иммунизацией VAC∆6 индуцирует наработ-
ку VACV-нейтрализующих антител и обеспечивает защиту мышей от дозы 150 LD50 ECTV. Предложенные 
схемы иммунизации могут быть использованы для разработки стратегии безопасной вакцинации против 
натуральной оспы и других ортопоксвирусных инфекций человека. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА вирус осповакцины, гены вирулентности, ДНК-вакцина, натуральная оспа, протектив-
ность.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БОЕ – бляшкообразующая единица; VARV – variola virus (вирус натуральной оспы); 
VACV – vaccinia virus (вирус осповакцины); CPXV – cowpox virus (вирус коровьей оспы); MPXV – monkey-
pox virus (вирус оспы обезьян); ECTV – ectromelia virus (вирус эктромелии); LIVP – штамм Л-ИВП вируса 
осповакцины; ПЦР – полимеразная цепная реакция; LD50 – 50% летальная доза.
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VAC∆6 с направленным нарушением шести генов, 
кодирующих гемагглютинин (A56R), гамма-ин-
терферонсвязывающий белок (B8R), тимидинки-
назу (J2R), комплементсвязывающий белок (C3L), 
Bcl2-подобный ингибитор апоптоза (N1L), и  гена 
A35R, контролирующего презентацию антигенов 
главным комплексом гистосовместимости класса 
II (МНСII). Показано, что инактивация выбранных 
генов вирулентности не влияет на репродуктивные 
свойства VACV на культурах клеток млекопитаю-
щих. Штамм VAC∆6 характеризуется значительно 
меньшей реактогенностью и нейровирулентностью 
и большей иммуногенностью по сравнению с исход-
ным штаммом LIVP. При двукратном подкожном 
введении мышам рекомбинантный вариант VAC∆6 
индуцирует появление достоверно более высокого 
уровня вируснейтрализующих антител, чем роди-
тельский штамм LIVP, и обеспечивает полную за-
щиту мышей от высокопатогенного для них вируса 
эктромелии (ectromelia virus, ECTV), что не наблю-
дали в данной модели при использовании приня-
того в качестве противооспенной вакцины штамма 
LIVP [9, 10].

Другим независимым подходом к  вакцинопро-
филактике оспы, реализованным нами ранее, стала 
разработка поливалентной ДНК-вакцины на осно-
ве смеси рекомбинантных плазмид, содержащих 
под контролем промотора цитомегаловируса гены 
пяти вирионных белков VARV – A30, F8, M1, вхо-
дящих в состав поверхностной мембраны внутри-
клеточных вирионов, и A36 и B7, расположенных 
на оболочке внеклеточной формы вируса. При трех-
кратной внутрикожной иммунизации поливалент-
ная ДНК-вакцина вызывала наработку вирусней-
трализующих антител и  обеспечивала полную 
защиту мышей от инфицирования ECTV в дозе 10 
LD

50 
[11–13].

Для повышения эффективности противооспен-
ной вакцинации помимо разработки принципиаль-
но новых вакцинных препаратов перспективным 
представляется сочетание различных типов вакцин, 
которые смогут дополнять друг друга и вызывать 
широкий и устойчивый иммунитет [14]. Подобная 
стратегия гетерологичной вакцинации (prime-boost), 
в рамках которой для праймирования иммунной си-
стемы предлагается использовать субъединичную 
вакцину (ДНК-вакцину), а для последующей бустер-
ной вакцинации – аттенуированный вариант VACV, 
считается перспективной.

В  данной работе сравнивали противооспенный 
иммунитет, формируемый при двукратной имму-
низации различными комбинациями поливалентной 
ДНК-вакцины и высокоаттенуированного штамма 
VAC∆6.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактерии, вирусы, культуры клеток
В работе использовали Escherichia coli XL2-blue, 
штамм VAC∆6 [10], штамм LIVP VACV (производный 
штамма Lister, полученный в Институте вирусных 
препаратов, Москва) и штамм К-1 ECTV из коллек-
ции ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор», перевиваемую куль-
туру клеток почки африканской зеленой мартышки 
4647 [15] из коллекции клеточных культур ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор», культивируемую на питательной 
среде ДМЕМ с добавлением 10% эмбриональной сы-
воротки коров.

Поливалентная ДНК-вакцина
Набор рекомбинантных плазмид на основе вектор-
ной плазмиды pcDNA3.1, несущей гены пяти анти-
генов VARV – A30, F8, M1 поверхностной мембра-
ны внутриклеточных вирионов, A36 и B7 оболочки 
внеклеточной формы вируса под контролем промо-
тора цитомегаловируса, был получен ранее [11–13]. 
Плазмидные ДНК нарабатывали в клетках E. coli 
в препаративном количестве и очищали с помощью 
набора EndoFree Plasmid Giga Kit (Qiagen, США) 
в соответствии с рекомендациями производителя. 
Концентрацию плазмидной ДНК измеряли спектро-
фотометрически на приборе Ultrospec 3000 pro (GE 
Healthcare Life Sciences, США).

Наработка и очистка вирусов
Монослой клеток линии 4647, выращенный на куль-
туральных матрасах с ростовой поверхностью 175 см2 
(объем 650 мл), инфицировали VACV (штамм VAC∆6 
или LIVP) с множественностью заражения 1 БОЕ/кл. 
Вирус инкубировали на среде ДМЕМ с 2% эмбрио-
нальной сыворотки коров в течение 48 ч при темпе-
ратуре 37°С до полного цитопатического действия, 
затем получали криолизат (три цикла заморажи-
вания-оттаивания) инфицированных клеток, об-
рабатывали его на ультразвуковом дезинтеграторе 
типа MSE 500 мощностью 22 кГц 2–3 раза по 10–15 с. 
От  клеточного дебриса освобождались низкоско-
ростным центрифугированием (10 мин при 4000 g). 
Супернатант центрифугировали в  течение 1.5  ч 
при 30000 g. Осадок вируса ресуспендировали в 4 мл 
физиологического раствора. Инфекционный титр 
вируса определяли безагарозным методом бляшек 
в монослое клеток 4647.

Изучение иммуногенности и протективности
В работе использовали мышей линии Balb/c (сам-
ки, вес 14–16  г, возраст 5–6 недель) из питомни-
ка ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор». Мышей объединяли 
в  группы по  10 особей. Мышей иммунизировали 
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поливалентной ДНК-вакциной внутрикожно и под-
кожно смесью плазмид pcDNA-A30, pcDNA-A36, 
pcDNA-M1, pcDNA-F8 и pcDNA-B7 (по 50 мкг каж-
дой плазмиды, суммарная доза 250  мкг/100  мкл 
на мышь). Иммунизацию проводили подкожно штам-
мами VAC∆6 или LIVP в количестве 107 БОЕ/100 мкл 
на мышь. Мышам контрольной группы вводили рав-
ный объем физиологического раствора, на котором 
готовили разведения вируса. Иммунизацию прово-
дили дважды с интервалом 21 сут согласно табл. 1.

Через 19 сут после второй иммунизации у предва-
рительно наркотизированных мышей отбирали про-
бы крови из ретробульбарного венозного сплетения, 
инкубировали их при 4°С в течение 24 ч для форми-
рования фибринового сгустка, центрифугировали 
в течение 10 мин при 5000 g. Объединяли препара-
ты сывороток одной группы и прогревали при 56°С 
в течение 30 мин. Титр VACV-нейтрализующих ан-
тител определяли на культуре клеток 4647 соглас-
но [16], используя последовательные пятикратные 
разведения сывороток, которые смешивали с VACV 
штамм LIVP в  рабочем разведении 50  БОЕ/лун-
ку. Эффективность нейтрализации рассчитывали 
относительно числа бляшек в лунках без сыворо-
ток как –lg от наибольшего разведения сыворотки, 
при котором достигается 50% нейтрализация VACV.

Через 21 сут после второй иммунизации живот-
ных в состоянии легкого эфирного наркоза подверга-
ли интраназальной инокуляции высокопатогенным 
для мышей ECTV в дозе 150 LD

50
/20 мкл на мышь 

согласно [17]. Наблюдение вели в течение 14 сут, учи-
тывали количество выживших и погибших мышей.

Анализ данных 
Статистическую значимость эксперименталь-
ных данных оценивали по t-критерию Стьюдента 
с  использованием программы Origin Professional 
8.1.10.86. Различия считали статистически значимы-
ми при P < 0.05 [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Сконструированные ранее плазмиды pcDNA-A30, 
pcDNA-A36, pcDNA-M1, pcDNA-F8 и pcDNA-B7 на-
рабатывали в клетках E. coli в препаративном коли-
честве и очищали с помощью EndoFree Plasmid Giga 
Kit (Qiagen, США) согласно инструкции производи-
теля с последующим подтверждением правильности 
вставок рестрикционным анализом с использованием 
эндонуклеаз AsuNHI и HindIII (рис. 1) и секвениро-
вания.

Штаммы VAC∆6 и LIVP вируса осповакцины на-
рабатывали на культуре клеток 4647, рекомендован-
ной для производства противооспенной вакцины [15], 
очищали по описанной выше методике, подлинность 

Рис. 1. Электрофоретическое разделение в 1.2% ага-
розном геле продуктов расщепления рекомбинантных 
плазмид эндонуклеазами рестрикции AsuNHI и HindIII. 
A – pcDNA-A30; A’ – pcDNA-A36;  
M’ – pcDNA-M1; F – pcDNA-F8;  
B – pcDNA-B7 соответственно. М – ДНК-маркер, п.н. 
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Рис. 2. Электрофоретический анализ в 1.2% агароз-
ном геле фрагментов ДНК исходного родительского 
клона штамма LIVP VACV и рекомбинантного штам-
ма с делециями шести генов – VAC∆6, полученных 
с помощью ПЦР с праймерами на гены A56R (А); В8R 
(B); C3L (C); N1L (N); J2R (J); A35R (A’). М – маркеры 
длины фрагментов ДНК, п.н. 
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штаммов подтверждали с помощью ПЦР-анализа 
по локусам шести инактивированных генов (табл. 2, 
рис. 2).

Иммуногенность различных комбинаций (табл. 1) 
поливалентной ДНК-вакцины и высокоаттенуиро-
ванного штамма VAC∆6 при двукратной иммуниза-
ции оценивали по уровню индуцируемых вирусней-
трализующих антител в сыворотках крови мышей, 
полученных через 21 сут после второй иммунизации. 
Как видно из данных, приведенных на рис. 3, ком-
бинация вакцинных препаратов DNA&VAC∆6 вы-
зывает наработку VACV-нейтрализующих антител, 
уровень которых сопоставим с уровнем антител, ин-
дуцируемых двукратной вакцинацией родительским 
штаммом LIVP. При этом двукратная иммунизация 
штаммом VAC∆6 индуцировала значимо более высо-
кий уровень вируснейтрализующих антител, что со-
гласуется с полученными нами ранее данными [10].

Трехкратная иммунизация поливалентной ДНК-
вакциной или двукратная иммунизация штаммом 
VAC∆6 обеспечивают, как  показано нами ранее, 

100% защиту мышей при последующем инфициро-
вании ECTV в дозе 10 LD

50
/мышь [10, 12]. Поэтому 

с целью выявления различий между эффективно-
стью использованных схем иммунизации была вы-
брана принципиально большая разрешающая доза 
ECTV – 150 LD

50
/мышь. В результате для трех ис-

следуемых групп выявили частичный защитный эф-
фект при двукратной иммунизации: DNA&VAC∆6, 
LIVP&LIVP и VAC∆6&VAC∆6 (рис. 4).

Максимальную выживаемость наблюдали в группе 
лабораторных животных VAC∆6&VAC∆6, двукрат-
но вакцинированных штаммом VAC∆6, и в группе 
DNA&VAC∆6, в которой праймирование иммунной 
системы проводили поливалентной ДНК-вакциной, 
а для последующей бустерной вакцинации использо-
вали аттенуированный вариант VAC∆6. В контроль-
ной группе на 8-е сут, а в группе DNA&DNA на 9-е 
сут после заражения вирусом эктромелии наблюдали 
гибель всех животных. Отсутствие полной защиты мо-
жет объясняться использованием слишком высокой 
дозы гетерологичного для VACV вируса эктромелии.

Таблица 1. Схема проверки иммуногенности и протективности вакцинных препаратов на животных

Группа
Препарат, доза на животное

Проверка протективности,
42 сут

1-я иммунизация, 1 сут 2-я иммунизация, 21 сут

DNA&DNA ДНК-вакцина
250 мкг

ДНК-вакцина
250 мкг Штамм К-1 ECTV, 150 LD

50

DNA&VAC∆6 ДНК-вакцина
250 мкг

Штамм VAC∆6
107 БОЕ Штамм К-1 ECTV, 150 LD

50

VAC∆6&VAC∆6 Штамм VAC∆6
107 БОЕ

Штамм VAC∆6
107 БОЕ Штамм К-1 ECTV, 150 LD

50

LIVP&LIVP Штамм LIVP VACV
107 БОЕ

Штамм LIVP VACV
107 БОЕ Штамм К-1 ECTV, 150 LD

50

K- Физраствор Физраствор Штамм К-1 ECTV, 150 LD
50

Таблица 2. ПЦР-анализ для определения подлинности рекомбинантного варианта VACV

Ген Праймер, нуклеотидная последовательность (5’ → 3’) Штамм LIVP, п.н. Штамм VAC∆6, п.н.

A56R GTGGTATGGGACACCACAAATCCAA
ATTAAACATTCCTAGAATTAATCCCGCTC 2366 1425

B8R TCACAAATATGATGGTGATGAGCGA
CGTGATATACCCTAGCCATAGGCAT 1555 737

C3L TCGCGCTTTACATTCTCGAATCT
TGTTCGTGTGTTCTTGCGGTGA 1542 751

N1L GGGTTGGATCCTTTACACATAGATCTACTACAGGCGGAACA
GGGAAAGCTTAATTTGTGAAGATGCCATGTACTACGCT 1784 1431

J2R ATATGTTCTTCATGCCTAAACGA
ATGAAGGAGCAAAAGGTTGTAAC 512 617

A35R ACGACGGATGCTGAAGCGTGTTATA
AAACGATGTTACCAATCGTTTGCTAGGT 1880 1360



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 9  № 2 (33)  2017 | ACTA NATURAE | 97

ОБСУЖДЕНИЕ
Первым способом защиты людей от  опустоши-
тельных эпидемий натуральной оспы была варио-
ляция, т.е. внутрикожное внесение инфекционно-
го материала от больных оспой здоровым людям. 
Индуцированное таким образом заболевание имело 
короткий инкубационный период и протекало в от-
носительно легкой форме по сравнению с обычной 
респираторной передачей вируса от человека к че-
ловеку. Смертность при  вариоляции составляла 
0.5–2% вместо 20–30%, наблюдавшихся во  время 
эпидемий натуральной оспы [19]. Открытие возмож-
ности вакцинации людей путем инокуляции вируса 
оспы коров, а затем вируса осповакцины, привело 
к значительному снижению риска тяжелых побоч-
ных реакций. Во второй половине XX века при ис-
пользовании для иммунизации VACV смертность 
составляла 1–25 человек на 1 млн вакцинированных 
[20]. В группу риска при такой вакцинации попада-
ют прежде всего люди с иммунодефицитом, такие, 
как пациенты, перенесшие трансплантацию, ВИЧ-
инфицированные, лица, принимающие иммуноде-
прессанты и др. В связи с этим активно разрабаты-
вали модифицированные вакцины на основе VACV 
с улучшенными характеристиками безопасности, на-
пример, в России в конце XX века получили живую 
вакцину на основе рекомбинантного штамма LIVP 
VACV, которая была испытана на людях [21].

На сегодняшний день массовая вакцинация от на-
туральной оспы не проводится, однако, есть ряд ка-
тегорий людей, которые имеют риск инфицирования 
натуральной оспой или другими патогенными орто-
поксвирусами ввиду особенностей своей работы. Эти 
категории входят в группу риска, они проходят вак-
цинацию от оспы в обязательном порядке. В первую 
очередь, это касается работников, осуществляющих 
эпидемиологический надзор; медицинский персонал 
инфекционных отделений больниц; сотрудников ви-
русологических лабораторий, в которых проводятся 

работы с ортопоксвирусами. В случае вспышки на-
туральной оспы (например, в результате биотерро-
ристической атаки) необходимо будет вакциниро-
вать всех жителей данного региона. Классическая 
противооспенная вакцина первого поколения на ос-
нове штамма LIVP, которая в настоящее время ис-
пользуется для  вакцинации, имеет значительное 
количество противопоказаний и может приводить 
к различным по своей тяжести осложнениям. Стоит 
отметить определенную сложность демонстрации 
формируемого защитного иммунитета против оспы 
при вакцинации новыми профилактическими пре-
паратами – натуральная оспа была ликвидирована, 
поэтому в отсутствие эпидемий невозможно проте-
стировать эффективность этих вакцин в отношении 
естественного заболевания.

Ранее нами были реализованы два независимых 
подхода к  разработке безопасных вакцин против 
ортопоксвирусных инфекций человека. Был создан 
высокоаттенуированный вариант вируса осповакци-
ны VAC∆6 с направленным последовательным нару-
шением шести генов и поливалентная ДНК-вакцина 
на основе пяти антигенов вируса натуральной оспы. 
В независимых экспериментах показано, что трех-
кратная иммунизация ДНК-вакциной и двукратная 
иммунизация VAC∆6 обеспечивали защиту мышей 
против летальной дозы (10 LD

50
) высокопатогенного 

для них вируса эктромелии [10, 12].
В данной работе сравнили иммунный ответ, кото-

рый развивается против ортопоксвирусов, при раз-
личных схемах иммунизации ДНК-вакциной 
и VAC∆6. Один из шести генов, удаленных в реком-
бинантном варианте VAC∆6, – ген A35R, продукт 
которого снижает презентацию антигенов главным 
комплексом гистосовместимости класса II. Поэтому 
закономерно, что  штамм VAC∆6 индуцирует бо-
лее высокий, чем родительский клон LIVP, уровень 
VACV-нейтрализующих антител и более эффектив-
но защищает животных от заражения ECTV в дозе 

Рис. 3. VACV-
нейтрализующая актив-
ность сывороток, полу-
ченных после двукратной 
иммунизации ДНК-
вакциной, штаммами 
VAC∆6 и LIVP VACV
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Рис. 4. Динамика гибели мы-
шей, иммунизированных ДНК-
вакциной, штаммами VAC∆6 
и LIVP VACV, после заражения 
ECTV в дозе 150 LD
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. Комбинированная иммунизация ДНК-
вакциной и рекомбинантным вариантом VAC∆6 при-
водила к меньшему уровню вируснейтрализующих 
антител, чем двукратная иммунизация VAC∆6, од-
нако обеспечивала такой же уровень протективности. 
Последнее, по-видимому, может объясняться индук-
цией ДНК-вакциной в большей степени клеточного 
звена иммунного ответа при первичной иммуниза-
ции, также необходимого для эффективной элимина-
ции ортопоксвирусов из организма [22, 23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе для повышения эффективности 
противооспенной вакцинации применили страте-
гию гетерологичной вакцинации, в рамках которой 
для праймирования иммунной системы использо-
вали поливалентную ДНК-вакцину на основе пяти 
генов VARV, а для последующей бустерной вакци-
нации – аттенуированный вариант VAC∆6. Уровень 
индуцируемой при этом протективности был таким 
же, как  в  варианте с  двукратной иммунизацией 
штаммом VAC∆6 и превосходил уровень, обуслов-
ленный двукратной иммунизацией штаммом LIVP 

VACV, используемым в  Российской Федерации 
для вакцинации людей. Предложенные схемы им-
мунизации могут быть использованы для разработ-
ки стратегии безопасной вакцинации против нату-
ральной оспы и других ортопоксвирусных инфекций 
человека. Вариант ДНК-вакцинации с  последую-
щей вакцинацией живым аттенуированным виру-
сом VAC∆6 может рассматриваться как предпочти-
тельный в плане безопасности. Следует отметить, 
что схема двукратной вакцинации не является опти-
мальной при проведении экстренной профилактики 
натуральной оспы, в этом случае предпочтительно 
однократное введение классической противооспен-
ной вакцины на основе VACV штамм LIVP. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
федеральной целевой программы «Национальная 

система химической и биологической 
безопасности (2009–2014 годы)», Российского 

фонда фундаментальных исследований 
(грант № 15-04-01326а), Российского научного 
фонда (проект № 16-15-10101) и бюджетного 

проекта ИЦиГ СО РАН № 0324-2015-0004.
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ВВЕДЕНИЕ 
За несколько десятилетий, прошедших после обна-
ружения ведущей роли нейротрофических факто-
ров в развитии и поддержании жизнеспособности 
нейронов [1], получены факты, показывающие их 
сходную регуляторную активность на уровне неней-
ронных систем [2]. Одним из важных следствий этих 
открытий стало понимание значимости нейротрофи-
нов для развития β-клеток поджелудочной железы. 
Получены важные данные, позволяющие полагать, 
что  подобие факторов роста и дифференцировки 
определяет сходство между β-клетками поджелу-
дочной железы и нейронами, которые, хотя и проис-
ходят из различных линий клеток, но формируют-
ся по одной и той же фундаментальной программе 
развития [3]. Регуляторная роль нейротрофинов 
в β-клетках поджелудочной железы подтверждена 

во многих исследованиях [4, 5]. Установлено, что дей-
ствие фактора роста нервов (NGF) на β-клетки под-
желудочной железы опосредуется TrkA – высо-
коаффинным рецептором нейротрофинов [6]. NGF 
обеспечивает неогенез β-клеток не только в феталь-
ный и неонатальный период, но также у взрослых 
организмов [7]. Удаление NGF из среды культивиро-
вания β-клеток [8] или воздействие антител к этому 
нейротрофическому фактору [9] ведет к усилению их 
апоптоза. Получены убедительные доказательства 
снижения пролиферации и/или усиления апопто-
за β-клеток за счет снижения уровня NGF [10–12] 
при сахарном диабете второго типа (СД2).

Вместе с тем, хорошо известны факты коморбид-
ности СД2 с когнитивным дефицитом (замедление 
скорости информационных процессов, снижение 
вербальной памяти, концептуализации), риск раз-
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Низкомолекулярный миметик NGF 
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РЕФЕРАТ Коморбидность сахарного диабета с когнитивными нарушениями и депрессивно-подобными со-
стояниями, а также роль дефицита фактора роста нервов (NGF) в патогенезе этих состояний хорошо из-
вестна. Нами изучено действие соединения ГК-2 (гексаметилендиамид-бис-(N-моносукцинил-глутамил-
лизина)), оригинального димерного аналога NGF, на мышей C57Bl/6 со стрептозотоциновым диабетом 
типа 2. ГК-2, сконструированный ранее в НИИ фармакологии на основе структуры β-изгиба 4-й петли NGF, 
обладает способностью имитировать эффекты нативного NGF, в том числе нейропротективный. Показано, 
что ГК-2 как при внутрибрюшинном (в дозе 0.5 мг/кг), так и пероральном (в дозе 5 мг/кг) введении устра-
няет гипергликемию, вызванную стрептозотоцином (100 мг/кг), восстанавливает число (%) животных, 
обучившихся в водном лабиринте Морриса, и ослабляет выраженность депрессивно-подобного состояния. 
Перспективность фармакологической разработки ГК-2 обусловлена сочетанием его антидиабетического 
эффекта с положительным воздействием на когнитивные функции и антидепрессивные свойства, а также 
сохранением активности при пероральном введении. ГК-2, как показано ранее, селективно активирует один 
из двух основных сигнальных путей, путь PI3K/Аkt, поэтому можно предположить, что Аkt-сигнализации 
достаточно для поддержания функционирования β-клеток. Наличие у ГК-2 как нейропротективной, 
так и антидиабетической активности согласуется с фундаментальной концепцией общности механизмов 
регуляции функций нейронов и β-клеток поджелудочной железы.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА дипептидный миметик NGF, диабет, депрессия, обучаемость.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БА – болезнь Альцгеймера; СД2 – сахарный диабет типа 2; NGF – фактор роста не-
рвов (nerve growth factor); BDNF – нейротрофический фактор мозга (brain-derived neurotrophic factor); 
в/б – внутрибрюшинно; per os – перорально; ФР – физиологический раствор; СТЗ – стрептозотоцин.
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вития которого при  СД2 существенно выше, чем 
у здоровых людей. Согласно эпидемиологическим 
данным, степень этого превышения колеблется от 50 
до 150% [13, 14]. Постмортальными исследованиями 
выявлено снижение содержания NGF во фронталь-
ной коре пациентов, находящихся в фазе, предше-
ствующей развитию болезни Альцгеймера (БА) [15]. 
Уже в этой фазе наблюдается снижение активно-
сти ацетилхолинтрансферазы – фермента, актив-
ность которого в холинергических нейронах базаль-
ных структур мозга регулируется NGF. Показано, 
что при легких когнитивных нарушениях снижен 
уровень рецепторов TrkA в гиппокампе – структу-
ре мозга, ответственной за основные когнитивные 
функции, в частности память [16]. Атрофия гиппо-
кампа является важным прогностическим признаком 
углубления когнитивной патологии и перехода лег-
ких когнитивных нарушений в БА [17]. Важную роль 
в  этом процессе играет дефицит NGF, поскольку 
именно этот нейротрофин предотвращает образова-
ние β-амилоидного пептидa (Аβ1–42) [18]. Снижение 
содержания NGF при когнитивных нарушениях со-
четается с повышением уровня его предшественни-
ка (proNGF), угнетающего пролиферацию и диффе-
ренцировку структур базального мозга и гиппокампа 
[19]. Сдвиг в соотношении proNGF/NGF в сторону 
предшественника рассматривается как  важней-
шая причина холинергического дефицита, ведущего 
к когнитивной недостаточности [20].

Вероятность развития депрессий и депрессивно-
подобных состояний у больных СД2 как минимум 
вдвое выше, чем в группе лиц без инсулинорези-
стентности [21]. Коморбидность этих заболеваний, 
носящая двусторонний характер (усугубление те-
чения диабета депрессией, и течения депрессии – 
диабетом), является предметом изучения [22, 23]. 
Наряду с убедительными данными о роли дефицита 
нейротрофического фактора мозга (BDNF) в патоге-
незе депрессивных состояний различной этиологии, 
в том числе при диабете [24], показано, что при де-
прессиях, как и при диабете, снижена активность 
NGF, и это считается важным фактором их комор-
бидности. Результаты метаанализа 21 публикации 
[25] подтвердили статистически значимое снижение 
уровня NGF в крови при депрессии, коррелирующее 
с выраженностью нарушений. Снижение содержания 
NGF в сыворотке крови предложено рассматривать 
как биомаркер большой депрессии [26]. Подобное 
снижение наблюдается и при маниакально-депрес-
сивном психозе [27], и при депрессиях позднего воз-
раста [28]. Постмортальное изучение тканей голов-
ного мозга самоубийц выявило почти двукратное 
снижение экспрессии NGF и более чем трехкратное 
снижение плотности TrkA [29].

Совокупность приведенных данных показывает, 
что NGF может использоваться при сахарном диабете 
типа 2 благодаря способности поддерживать функци-
онирование β-клеток и стимулировать секрецию ин-
сулина, одновременно препятствуя развитию сопут-
ствующих диабету нарушений функций центральной 
нервной системы. Однако при попытках применения 
нативного NGF исследователи столкнулись с про-
блемой неудовлетворительных фармакокинетиче-
ских свойств этой белковой молекулы (низкая био-
логическая устойчивость, неспособность в условиях 
системного введения проникать через биологические 
барьеры), а также с плейотропностью действия NGF, 
которая может привести к таким побочным эффек-
там, как потеря веса и гипералгезия. Вместе с тем, 
имеются сообщения об эффективности местного при-
менения NGF при трофических язвах диабетического 
генеза [30]. Что касается системного введения NGF, 
то клинические испытания (фазы I и II) рекомбинант-
ного NGF выявили тенденцию к благоприятному эф-
фекту у больных диабетической нейропатией, однако 
при расширении контингента больных в рамках фазы 
III проявились побочные эффекты при отсутствии те-
рапевтически значимых результатов [31].

Одна из стратегий, направленных на преодоле-
ние недостатков нативных нейротрофинов, состоит 
в создании низкомолекулярных агентов, способных 
вызывать NGF-подобные терапевтические эффекты 
при системном введении и свободных от побочных 
эффектов, свойственных исходному NGF. Описано 
несколько таких соединений, в  частности NGF-
миметик непептидной структуры, соединение МТ-2 
[32] и пептидный NGF-миметик BB14 [33, 34], однако 
эффекты этих соединений изучены только в систе-
мах in vitro.

В  НИИ фармакологии им. В.В. Закусова на  ос-
нове структуры β-изгиба 4-й петли NGF соз-
дан димерный дипептидный миметик NGF ГК-2 
(гексаметилендиамид-бис-(N-моносукцинил-
глутамил-лизина)), который проявил высокую ней-
ропротективную активность в  экспериментах in 
vitro, а также in vivo на моделях инсульта, болезней 
Альцгеймера и Паркинсона при отсутствии побоч-
ных эффектов, характерных для  нативного NGF. 
Показано, что  ГК-2 активирует TrkA-рецепторы 
[35–37].

В предварительных опытах на крысах обнару-
жен антигипергликемический эффект ГК-2 [38]. 
Исходя из  коморбидности диабета с  когнитивной 
недостаточностью и депрессией, мы получили мышей 
со стрептозотоциновым диабетом и изучили влияние 
ГК-2, оригинального миметика NGF, на нарушение 
когнитивных функций и  депрессивно-подобное 
состояние у этих животных.
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Животные
Эксперименты проводили на самцах мышей линии 
C57Bl/6 с исходной массой тела 23–28 г, полученных 
их питомника «Столбовая». Животных содержали 
в стандартных условиях вивария при свободном до-
ступе к пище (за исключением 16 ч, предшествую-
щих введению стрептозотоцина) и воде. Соблюдали 
этические правила гуманного обращения с животны-
ми, изложенные в директивах Совета Европейского 
сообщества 86/609/ЕЕС об использовании животных 
для экспериментальных исследований.

Дизайн эксперимента
Сахарный диабет типа 2 моделировали внутрибрю-
шинным (в/б) введением животным стрептозотоцина 
(СТЗ, Sigma, США) в дозе 100 мг/кг, эффективной 
для мышей линии C57Bl/6 [39]. 

Мыши были случайным образом разделены на че-
тыре группы: группа 1 пассивного контроля (n = 10), 
группа 2 активного контроля (n = 11), опытные груп-
пы 3 (n = 11) и 4 (n = 12). Мышам группы пассивного 
контроля на протяжении 31 дня внутрибрюшинно 
или перорально (per os) вводили физиологический 
раствор (ФР)1. Животным группы активного контро-
ля в течение 14 дней вводили ФР в/б; на 15-е сут од-
нократно после 16-часового голодания вводили СТЗ 
в дозе 100 мг/кг, в/б; далее в течение 16 дней про-
должали вводить ФР.

Достаточно низкая молекулярная масса (831 Да) 
соединения ГК-2 делает целесообразным изучение 
эффекта не только внутрибрюшинного, но и перо-
рального пути введения. Необходимость изучения 
эффекта перорально вводимого ГК-2 связана с тем, 
что это соединение планируется в будущем исполь-
зовать в качестве препарата для длительного клини-
ческого применения. Свежеприготовленный раствор 
ГК-2 (на 0.9% NaCl) вводили 1 раз в день: опытной 
группе 3 в/б в дозе 0.5 мг/кг, а опытной группе 4 – per 
os в дозе 5 мг/кг в течение 14 дней. На 15-е сут (через 
30 мин после последнего введения ГК-2) животным 
вводили СТЗ в дозе 100 мг/кг, в/б, натощак; затем 
ГК-2 продолжали вводить обеим группам мышей 
в течение 16 дней.

Уровень глюкозы в крови, взятой из хвостовой 
вены мышей, измеряли с помощью глюкометра One 
Touch Ultra (США). Динамику эффекта ГК-2 оцени-
вали с использованием показателя относительной 
антигипергликемической активности (Аг) по форму-
ле:

1 Не выявлено значимых различий между введением ФР в/б или per os 
на протяжении всего эксперимента, поэтому животные были объ-
единены в одну группу.

Аг = гл.СТЗ – гл.(СТЗ + ГК-2) / гл.СТЗ – гл.ФР × 100%,

где гл.СТЗ – уровень глюкозы в крови в группе ак-
тивного контроля (группа 2), гл.СТЗ + ГК-2 – уровень 
глюкозы крови в опытных группах 3 или 4, гл.ФР – 
уровень глюкозы в крови в группе пассивного кон-
троля (группа 1).

Изучение влияния ГК-2 на обучаемость в тесте 
водный лабиринт Морриса
Через 24 ч после последнего введения мышам 
ГК-2 (17-е сут после введения СТЗ) с  использо-
ванием метода водного лабиринта Морриса оце-
нивали пространственное обучение и память [40]. 
Экспериментальная установка представляла собой 
бассейн диаметром 150 см со стенками высотой 60 см, 
который заполняли водой (23–25°С). Бассейн мыслен-
но делили на четыре сектора, в центр одного помеща-
ли платформу диаметром 9 см, которая возвышалась 
над уровнем воды на 1 см.

В первый день животным давали возможность об-
наружить видимую платформу. Если мышь не на-
ходила платформу в течение 60 с, то ее помещали 
на платформу на 20 с. Использовали четыре посад-
ки (по одной из каждого сектора). Через 24 ч в воду, 
предварительно забеленную молоком, в то же ме-
сто, что  и  в  первый день, помещали платформу, 
погруженную в  воду на  1  см ниже поверхности. 
Как и в первый день, проводили четыре посадки, 
по одной из каждого сектора. Аналогичную проце-
дуру повторяли на 3, 4, 5 и 8-й дни. Регистрировали 
число животных, нашедших платформу в течение 
60 с.

Изучение влияния ГК-2 на модели депрессии
На 45-е и 46-е сут после прекращения введения ГК-2 
с использованием модифицированного варианта те-
ста Порсолта оценивали депрессивно-подобное со-
стояние (поведенческое отчаяние) [41, 42]. Животных 
помещали в  цилиндрические сосуды диаметром 
10 см и высотой 30 см (ООО «НПК Открытая наука»). 
Сосуды наполняли водой на высоту 20 см (23–25°С). 
В первый день животное опускали в сосуд на 10 мин, 
при этом со 2-й по 6-ю мин видеорегистрировали по-
ведение. Через 24 ч проводили повторное тестиро-
вание в течение 6 мин. Длительность периодов ак-
тивного плавания и иммобилизации в обоих сеансах 
определяли с помощью компьютерной программы 
RealTimer. Согласно определению авторов метода, 
за активное плавание принимали периоды движения 
передних лап вверх вдоль стенок цилиндра, а за им-
мобилизацию – полную неподвижность или совер-
шение незначительных движений для поддержания 
головы над поверхностью воды. Основным показате-
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лем выраженности депрессивно-подобного состояния 
в данном тесте была суммарная продолжительность 
эпизодов иммобилизации за время регистрации.

Ориентировочно-исследовательскую активность 
и общую подвижность животных оценивали с по-
мощью теста «Открытое поле» за 2-е сут до теста 
водный лабиринт Морриса. Животных помещали 
в центр установки и в течение 5 мин регистрировали 
горизонтальную двигательную активность, число об-
следованных отверстий и вертикальных стоек.

Вес животных определяли каждые 3 дня.
Порядок введения веществ и проведения поведен-

ческих тестов представлен на рис. 1А.

Статистическая обработка
Экспериментальные данные представлены в виде 
средних значений с указанием средней и стандарт-
ной ошибки среднего (M ± SЕM). Статистическую об-
работку проводили с помощью программы Statistica 
8.0. Статистическую значимость различий между 
группами оценивали с использованием непараме-
трического метода – критерия Манна–Уитни (Mann–
Whitney U test). Для параметров, исчисляемых в %, 
применяли критерий χ2. Результаты считали стати-
стически значимыми при p ≤ 0.05.

 РЕЗУЛЬТАТЫ
Наличие у экспериментальных животных гипергли-
кемии, основного признака диабета, подтверждали 
следующими показателями. Если в группе пассив-
ного контроля содержание сахара в периферической 
крови мышей составляло 6–7 ммоль/л, то введение 
мышам линии С57Bl/6 СТЗ в дозе 100 мг/кг вело 
к повышению содержания глюкозы в крови до 16–20 
ммоль/л, что близко к значениям, полученным ра-
нее в опытах на крысах [38]. В полном соответствии 
с антигипергликемическим эффектом ГК-2, наблю-
даемым в опытах на крысах, мы отмечали антигипер-
гликемическое действие соединения ГК-2 у мышей 
(рис. 1Б). Важно подчеркнуть сходство антигипер-
гликемического эффекта у крыс и мышей, например, 
расчетный показатель Аг на 17-е сут после введения 
СТЗ крысам составлял 80%, а у мышей на 19-е сут – 
90%.

Оценка когнитивных функций, проводимая че-
рез 24 ч после последнего введения ГК-2, показала 
(таблица), что если в группе пассивного контроля 
при повторном тестировании значительно увеличи-
валось число животных, обнаруживших платформу 
в течение 60 с, то в группе активного контроля это 
происходило медленнее (на 4-е и 8-е сут различия 
между двумя группами были статистически значи-
мыми). Эти результаты соответствуют данным о на-
рушении когнитивных функций при СТЗ-диабете 

[43]. Внутрибрюшинное введение ГК-2 приводило 
к статистически значимому увеличению числа жи-
вотных, нашедших платформу, на 2, 4 и 8-е сут об-
учения по сравнению с животными группы активного 
контроля. При пероральном введении существенное 
улучшение обучаемости наблюдали только во второй 
день тестирования. Следует отметить, что на ранних 
сроках эксперимента обучаемость мышей при обо-
их путях введения даже превосходила обучаемость 
в пассивном контроле. Различия между группами 
были значимыми и на 3-й, и на 5-й дни тестирова-
ния (за исключением 5-го дня в группе перорально-
го введения ГК-2, когда различия между активным 
контролем и опытной группой не достигали уровня 
статистической значимости).

Влияние ГК-2 на выраженность депрессивно-по-
добного состояния оценивали в отдаленные сроки 
после введения СТЗ (45-е сут), поскольку описана 
большая длительность депрессивно-подобных про-
явлений в модели диабета [25].

Сравнение показателей активного плавания и вре-
мени иммобилизации в разных группах позволило 
выявить следующие закономерности (рис. 2). У мы-
шей группы активного контроля длительность им-
мобилизации увеличивалась, а активного плавания 
снижалась по сравнению с группой пассивного кон-
троля, тогда как в/б введение ГК-2 уменьшало время 
иммобилизации и увеличивало время активного пла-
вания, доводя их до контрольных значений. В усло-

 Обучаемость мышей в водном лабиринте Морриса 
(процент животных, нашедших платформу за 60 с)

Группа 2-й день 4-й день 8-й день 

Группа 1 
Пассивный контроль 

(ФР)
14.3% 85.7% 100%

Группа 2 
Активный контроль 

(СТЗ, 100 мг/кг)
9.09% 54.54% * 72.7% *

Группа 3 
ГК-2, 0.5 мг/кг 

в/б + СТЗ
27.3% *# 72.7% *# 90.9% *#

Группа 4 
ГК-2, 5 мг/кг 
per os + СТЗ

50% *# 50% * 100% #

Статистическую значимость различий оценивали с по-
мощью критерия χ2.
*р < 0.05 относительно группы пассивного контроля 
(ФР).
#р < 0.05 относительно группы активного контроля 
(СТЗ).
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Рис. 1. Дизайн эксперимента (А) и динамика уровня гипергликемии (ммоль/л) у мышей C57Bl/6 (Б) в группах 
пассивного контроля (ФР + ФР), активного контроля (ФР + СТЗ 100 мг/кг, в/б + ФР), опытной группы 3 (ГК-2 
0.5 мг/кг, в/б + СТЗ 100 мг/кг, в/б + ГК-2 0.5 мг/кг, в/б) и опытной группы 4 (ГК-2 5 мг/кг, per os + СТЗ 
100 мг/кг, в/б + ГК-2 5 мг/кг, per os). Данные представлены в виде среднего арифметического ± стандартная 
ошибка среднего. Статистическую значимость различий оценивали с помощью теста Манна–Уитни. *р < 0.05 
относительно группы пассивного контроля (ФР). # р < 0.05 относительно группы активного контроля (СТЗ)
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Рис. 2. Показатели депрессивно-подобного состояния мышей C57Bl/6: суммарное время активного плавания 
и иммобилизации (c) на 61-е (А) и 62-е (Б) сут после введения СТЗ. Обозначения серий и показатели статистики 
такие же, как на рис. 1Б
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виях перорального введения выраженность эффекта 
ГК-2 была такой же, как при в/б введении.

На  второй день наблюдали аналогичные зако-
номерности: увеличение времени иммобилизации 
и уменьшение времени активного плавания в группе 
активного контроля, ГК-2 снижал степень депрессии 
как при в/б, так и при пероральном введении.

Для объяснения полученных результатов нужно 
было понять, не связаны ли нарушения поведения, 
вызванные стрептозотоцином, с ухудшением обще-
го состояния животных – снижением двигатель-
ной активности и уменьшением массы тела. Чтобы 
ответить на этот вопрос за 2-е сут до теста водный 
лабиринт Морриса провели тест «Открытое поле», 
в котором не выявили изменений ориентировочно-
исследовательской активности и общей подвижности 
у животных, которым вводили СТЗ. ГК-2 при обоих 
режимах введения также не влиял на эти показате-
ли. Показано, что, в отличие от группы пассивного 
контроля, в которой масса тела животных нарастала 
в течение всего эксперимента (10.5% по отношению 
к исходному уровню на момент тестирования в во-
дном лабиринте Морриса и 16.7% к выполнению те-
ста Порсолта), в группе активного контроля наблю-
далось кратковременное маловыраженное снижение 
веса к моменту обучения в водном лабиринте (–6.7%) 
и прибавка в весе к моменту оценки депрессивно-по-
добного состояния (1.8%). Соединение ГК-2 ослабля-
ло этот эффект СТЗ как при внутрибрюшинном (–2 
и 4.6% соответственно), так и при пероральном вве-
дении (1 и 10% соответственно). Таким образом, по-
лученные данные позволяют исключить изменение 
общего состояния животных как причину вызван-
ных СТЗ нарушений поведения и их нормализацию 
на фоне действия миметика NGF. 

ОБСУЖДЕНИЕ
На мышах C57Bl/6 мы воспроизвели известную мо-
дель сахарного диабета с характерными поведен-
ческими проявлениями [25, 43] и впервые описали 
способность ГК-2, низкомолекулярного миметика 
фактора роста нервов, устранять эти нарушения по-
ведения. Известно, что в развитии дефицита NGF 
при диабете основную роль играет снижение его об-
разования из предшественника, рroNGF, вследствие 
вызванного гипергликемией окислительного стресса 
[44, 45], который приводит к подавлению активности 
протеаз и сдвигу соотношения proNGF/NGF в сто-
рону предшественника, способствующего, в отличие 
от зрелого NGF, апоптозу инсулинпродуцирующих 
клеток (рис. 3). 

Стрептозотоцин способствует образованию сво-
бодных радикалов, алкилирует ДНК [46]. Введение 
СТЗ полностью воспроизводит не только характер-

Диабет
Свободные 
радикалы NGFproNGF

p75NTR TrkA

Апоптоз
Выживаемость 

клеток

Рис. 3. NGF синтезируется из предшественника 
(proNGF). NGF связывается с TrkA, и это активирует 
сигнальные пути выживания β-клеток. Вызванная диа-
бетом гипергликемия ведет к окислительному стрес-
су, который, в свою очередь, снижает активность 
протеаз и сдвигает соотношение proNGF/NGF в сто-
рону предшественника, способствующего, в отличие 
от зрелого NGF, апоптозу инсулинпродуцирующих 
клеток (модифицировано из [19, 48])

ное для  диабета снижение содержания NGF [47], 
но  также и  повышение содержания рroNGF [48]. 
Экспериментально показано, что степень повышения 
уровня proNGF и снижения зрелого NGF и фосфори-
лированных TrkA-рецепторов коррелирует с выра-
женностью когнитивного дефицита [49]. Сдвиг в соот-
ношении proNGF/NGF в сторону предшественника 
считается важнейшей причиной холинергического 
дефицита, ведущего к когнитивной недостаточности 
[20].

ГК-2, подобно нативной молекуле NGF, активи-
рует ТrkA-рецепторы и ослабляет токсические эф-
фекты Н

2
О

2 
[35]. Кроме того, он снижает содержание 

малонового диальдегида в крови диабетических мы-
шей [50]. На основании этих данных можно предпо-
ложить, что антигипергликемический эффект ГК-2 
обусловлен как его прямым влиянием на рецепторы 
NGF, так и способностью устранять токсическое дей-
ствие свободных радикалов, что может нормализо-
вать образование NGF из предшественника.

Экспериментально воспроизведен не только ос-
новной метаболический эффект СТЗ – гиперглике-
мический, но и его поведенческие эффекты, имити-
рующие нарушения поведения у больных диабетом, 
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а именно, нарушение когнитивных функций [14, 16] 
и развитие депрессивно-подобных состояний [51–53]. 
Выявлена способность ГК-2 ослаблять выраженность 
когнитивного дефицита, возникающего в модели диа-
бета. Этот факт согласуется с положительным ког-
нитивным эффектом ГК-2, наблюдаемым в моделях 
болезни Альцгеймера [54]. Впервые описан антиде-
прессивный эффект соединения ГК-2. Сочетание ан-
тидиабетического эффекта ГК-2 с антидепрессант-
ным действием представляется особенно важным 
в связи с тем, что классические антидепрессанты 
не только не ослабляют проявления диабета, но могут 
повысить вероятность развития диабета [55].

Важно подчеркнуть сохранение активности ГК-2 
при пероральном введении, что необходимо для ле-
карственных средств, используемых при хрониче-
ских заболеваниях. Сочетание антидиабетического 
эффекта ГК-2 с его длительным положительным 
влиянием на когнитивные функции и антидепрес-
сивными свойствами представляется важной допол-
нительной характеристикой этого соединения. ГК-2 
предполагается использовать в терапии последствий 
инсульта, поскольку известно о коморбидности ин-
сульта и диабета, а также о высокой частоте раз-
вития когнитивного дефицита и депрессивных рас-
стройств в постинсультном периоде [56].

Ранее было показано [57], что активируя TrkA, 
ГК-2, миметик NGF, селективно активирует толь-
ко один из двух основных сигнальных путей – путь 
PI3K/Аkt, вовлеченный в нейропротективные эф-
фекты нейротрофинов [58]. Данные о антидиабети-
ческой активности ГК-2 позволяют предположить, 
что Аkt-сигнализации достаточно для поддержания 
функционирования β-клеток. Значение этих дан-
ных состоит прежде всего в том, что они могут спо-
собствовать появлению новых представлений о ме-
ханизмах развития диабета и станут фундаментом 

для разработки противодиабетических средств, осу-
ществляющих цитопротекцию β-клеток. Наличие 
у ГК-2 как нейропротективного, так и антидиабети-
ческого эффектов находится в согласии с ранее вы-
сказанной фундаментальной концепцией общности 
механизмов регуляции функций нейронов и β-клеток 
поджелудочной железы [59] и вытекающего из этой 
концепции положения о целесообразности изучения 
возможных антидиабетических свойств у нейропро-
тективных веществ, устраняющих дефицит нейро-
трофических факторов [60].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В нашей работе воспроизведены эффекты СТЗ: ги-
пергликемический, амнестический и депрессивно-
подобный. Выявлена способность ГК-2, димерного 
аналога 4-й петли фактора роста нервов, оказы-
вать антигипергликемический эффект, ослаблять 
выраженность возникающего в  модели диабета 
когнитивного дефицита, впервые выявлено анти-
депрессивное действие соединения. Сочетание анти-
диабетического эффекта с положительным влияни-
ем на когнитивные функции и антидепрессивными 
свойствами, а также сохранение активности при пе-
роральном введении определяют перспективность 
исследования ГК-2.

В свете полученных ранее в НИИ фармакологии 
данных о выраженной нейропротективной активно-
сти ГК-2 антидиабетическую активность этого соеди-
нения можно рассматривать как важный аргумент 
в пользу фундаментальной концепции общности ме-
ханизмов регуляции функций нейронов и β-клеток 
поджелудочной железы. 

Работа выполнена при частичной поддержке 
Российского научного фонда  

(проект № 14-15-00596).
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ментов) приводятся в соответствии с международными 
правилами IUPAC.
•• Сокращения терминов и названий в тексте должны быть 
сведены к минимуму. 
•• Повторение одних и тех же данных в тексте, таблицах 
и графиках недопустимо.

ТРЕБОВАНИЯ К ИЛЛЮСТРАЦИЯМ 
•• Рисунки к  статьям приводятся отдельными файлами 
в формате TIFF, при необходимости – в заархивированном 
виде.
•• Иллюстрации должны иметь разрешение не ниже 300 
dpi для цветных и полутоновых изображений и не менее 
600 dpi для черно-белых иллюстраций. 
•• Недопустимо использование дополнительных слоев. 

РЕЦЕНЗИРОВАНИЕ, ПОДГОТОВКА РУКОПИСИ К ПЕЧАТИ, 
ОЧЕРЕДНОСТЬ ПУБЛИКАЦИИ
Статьи публикуются по мере поступления. Члены редкол-
легии имеют право рекомендовать к ускоренной публикации 
статьи, отнесенные редколлегией к приоритетным и полу-
чившие высокую оценку рецензентов.

Статьи, поступившие в редакцию, проходят экспертизу 
членов редколлегии и направляются на внешнее рецен-
зирование. Выбор рецензента является прерогативой ре-

дакции. Рукопись направляется на отзыв специалистам 
в данной области исследований, и по результатам рецен-
зирования редколлегия определяет дальнейшую судьбу 
рукописи: принятие к публикации в представленном виде, 
необходимость доработки или отклонение. 

Возвращение рукописи авторам на доработку не означает, 
что статья принята к печати. После получения доработанного 
текста рукопись вновь рассматривается редколлегией. До-
работанный текст автор должен вернуть вместе с ответами 
на все замечания рецензента. 

Переработанная рукопись должна быть возвращена 
в редакцию в течение одной недели после получения ав-
торами отзывов. 

На всех стадиях работы с авторами, редакторами и ре-
цензентами редакция использует электронно-почтовую 
связь, поэтому авторы должны быть очень внимательны 
к указанному в рукописи электронному адресу и должны 
своевременно сообщать о произошедших изменениях.

Корректуры статей редакция рассылает авторам по элек-
тронной почте в виде pdf-файла. На стадии корректуры не до-
пускаются замены текста, рисунков или таблиц. Если это 
все же необходимо, то данный вопрос решается с редколлегией.

ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
Ссылки на цитируемую литературу приводятся в тексте 
в порядке их цитирования, нумеруются и приводятся в ква-
дратных скобках. Ссылке на работу в таблице или в подписи 
к рисунку присваивается порядковый номер, соответствую-
щий расположению данного материала в тексте статьи.

Для книг: фамилия и инициалы автора, полное назва-
ние книги, место издания, издательство, год издания, том 
или выпуск и общее количество страниц.

Кулаев И.С., Вагабов В.М., Кулаковская Т.В. Высокомоле-
кулярные неорганические полифосфаты: биохимия, клеточ-
ная биология, биотехнология. М.: Научный мир, 2005. 216 с. 

Ссылки на книги, переведенные на русский язык, долж-
ны сопровождаться ссылками на оригинальные издания 
с указанием выходных данных.

Для периодических изданий: фамилия и инициалы ав-
тора, название журнала, год издания, том, номер, первая 
и последняя страницы статьи. Указываются фамилии пер-
вых 10 авторов, например:
Ross M.T., Grafham D.V., Coffey A.J., Scherer S., McLay K., 
Muzny D., Platzer M., Howell G.R., Burrows C., Bird C.P., 
et al. // Nature. 2005. V. 434. № 7031. P. 325–337. 

Ссылки на авторефераты диссертаций должны содер-
жать фамилию и инициалы автора, название диссертации, 
место выполнения работы, год защиты диссертации.

Шкурников М.Ю. Влияние нагрузок различной интен-
сивности на концентрацию белка теплового шока с молеку-
лярной массой 70 кДа. М.: ФГУ ВНИИФК, 2009.

Ссылки на  патенты должны содержать фамилии 
и инициалы авторов, вид патентного документа (авторское 
свидетельство или патент), номер, название страны, вы-
давшей документ, индекс международной классификации 
изобретений, год выдачи патента.

Для  связи с  редакцией следует использовать  
следующий электронный адрес: actanaturae@gmail.com,  
телефон: (495) 727-38-60.


