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Скелетная мускулатура составляет ~30–40% от общей массы тела человека и выполняет важ-
нейшие функции, обеспечивая движение, дыхание, производство тепла, а также метаболизм 
глюкозы и белков. Повреждения скелетной мускулатуры оказывают негативное влияние на 
функционирование всего организма, приводят к ухудшению качества жизни и, в тяжёлых 
случаях, к летальному исходу. Ввиду этого своевременная диагностика и терапия нарушений 
функционирования скелетной мускулатуры является актуальной задачей современной меди-
цины. Данный обзор посвящён скелетным изоформам тропонинов – белков, входящих в состав 
тонких филаментов мышечных волокон и участвующих в регуляции мышечного сокращения. 
Описаны биохимические свойства скелетных изоформ тропонинов, а также опыт их использо-
вания в качестве белков-маркеров повреждения скелетных мышц. В связи с тем, что удобным 
и чувствительным методом детекции белков-маркеров является иммунохимическое определе-
ние в биологических жидкостях, проанализированы факторы, способные оказывать влияние 
на иммунохимическую детекцию скелетных изоформ тропонинов, которые необходимо учи-
тывать при разработке диагностических тест-систем. Помимо этого, показано, что некоторые 
мутации в этих белках могут приводить к развитию заболеваний: данные по известным на 
сегодняшний день мутациям представлены в обзоре. И, наконец, скелетные изоформы тропо-
нинов рассмотрены как мишени для лекарственных средств, разрабатываемых для терапии 
заболеваний скелетных мышц.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: скелетная мускулатура, тропонин, старение, миопатия, биомаркер, моно-
клональные антитела.

DOI: 10.31857/S0320972524120018 EDN: IGIUDM

Принятые сокращения: а.о. – аминокислотный остаток; бсТнИ – быстрый скелетный ТнИ; бсТнС – быстрый 
скелетный ТнС; бсТнТ – быстрый скелетный ТнТ; мсТнИ – медленный скелетный ТнИ; мс/сТнС – медленный 
скелетный/сердечный ТнС; мсТнТ  – медленный скелетный ТнТ; сТнИ  – сердечный ТнИ; сТнТ  – сердечный 
ТнТ; ТнИ  – тропонин  И; ТнС  – тропонин  С; ТнТ  – тропонин  Т.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

У млекопитающих поперечно-полосатая 
мускулатура представлена двумя типами тка-
ни  – скелетной и сердечной. Скелетные мышцы 
составляют около 30–40% от общей массы тела 
и выполняют важнейшие функции, обеспечивая 
в т.ч. движение, дыхание и производство теп-
ла  [1,  2]. На них приходится основная доля мета-
болизма глюкозы, липидов и белков. Поврежде-
ния и патологии скелетной мускулатуры могут 

оказывать значительное влияние на различные 
аспекты функционирования всего организма, 
приводить к ухудшению качества жизни и, в тя-
жёлых случаях, к летальному исходу.

Нарушения функционирования скелетных 
мышц могут быть вызваны механическими 
повреждениями, рабдомиолизом, миопатиями 
и другими заболеваниями, сопровождающи-
мися мышечной атрофией. Наиболее частыми 
причинами механического повреждения ске-
летных мышц являются различные травмы,  
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в т.ч. синдром длительного сдавления, хирургиче-
ское вмешательство, повышенная физическая на-
грузка  [3]. Термин «миопатия» описывает любые 
заболевания скелетной мускулатуры различной 
этиологии. Данные патологии зачастую сопро-
вождаются повреждениями структуры скелетной 
мышцы и развитием метаболических нарушений 
в ткани  [4]. Миопатии разделяют на врождённые 
(наследуемые) и приобретённые (вторичные). На-
следуемые миопатии включают в себя мышечные 
дистрофии (связаны с мутациями в генах белков 
сократительного аппарата, например, мышеч-
ная дистрофия Дюшенна и мышечная дистрофия 
Беккера); конгенитальные миопатии (например, 
немалиновая и коровая миопатии); метаболиче-
ские миопатии (связаны с мутациями в генах 
различных ферментов, участвующих в метабо-
лизме углеводов и липидов); митохондриальные 
миопатии (связаны с мутациями белков окис-
лительного фосфорилирования митохондрий) и 
каналопатии  [5–8]. Мышечные дистрофии  – одни 
из наиболее распространённых и тяжёлых видов 
наследуемых миопатий, для некоторых из кото-
рых, например, мышечной дистрофии Дюшенна, 
характерна прогрессирующая мышечная слабость 
и атрофия, приводящая в итоге к смерти от сер-
дечно-лёгочной недостаточности  [9]. Среди при-
обретённых миопатий выделяют воспалительные 
миопатии (чаще всего аутоиммунной природы, 
такие как дерматомиозит и полимиозит); миопа-
тии, ассоциированные с различными инфекция-
ми (вызываемые бактериями, грибами или виру-
сами); токсические миопатии (вызванные в т.ч. 
отравлением наркотическими веществами или 
алкоголем, приёмом миотоксичных лекарствен-
ных препаратов, таких как статины, фибраты и 
др.); миопатии, ассоциированные с различными 
патологиями (ревматические и эндокринные за-
болевания, злокачественные опухоли и др.); идио-
патические и эндокринные миопатии  [10–13].

Ещё одной опасной патологией скелетных 
мышц является рабдомиолиз  – процесс разру-
шения скелетной мышцы с высвобождением в 
кровоток внутриклеточных компонентов, в тяжё-
лых случаях угрожающий жизни. При разруше-
нии более 100  г мышечной ткани концентрация 
миоглобина в крови достигает критических зна-
чений, и значительное количество белка осаж-
дается в почечных канальцах. Данный процесс 
может спровоцировать острую почечную недос-
таточность, которая является основной причиной 
летальных исходов при рабдомиолизе  [12,  14]. 
У  детей основными факторами, приводящими 
к развитию данной патологии, являются вирус-
ные миозиты, травмы, ревматические заболева-
ния, физические упражнения высокой интенсив-
ности и приём лекарственных препаратов  [12].  

У взрослых возникновение рабдомиолиза наи-
более часто обусловлено злоупотреблением алко-
голем или наркотическими веществами, приёмом 
лекарственных препаратов, травмами, злокаче-
ственным нейролептическим синдромом или 
обездвиженностью  [5,  12].

Миопатии сопровождаются мышечной атро-
фией  – потерей мышечной массы и силы, при ко-
торой катаболизм мышечных белков преобладает 
над анаболизмом. Помимо миопатий, и другие 
заболевания и патологии могут приводить к раз-
витию мышечной атрофии. К ним относят хрони-
ческую сердечную недостаточность, хроническую 
обструктивную болезнь лёгких, рак, хронические 
почечные заболевания, болезнь Альцгеймера, ин-
фекционные заболевания [15,  16]. Также к мышеч-
ной атрофии приводит обездвиживание и неис-
пользование мускулатуры, связанное, например, с 
параличом или длительной госпитализацией  [3].

Отдельно стоит отметить саркопению (от гре-
ческих слов «sarx» (плоть) и «penia» (нехватка))  – 
потерю мышечной массы, происходящую при ста-
рении. При саркопении происходит уменьшение 
поперечной площади и числа мышечных волокон 
и накопление жировой и соединительной ткани в 
скелетной мышце, это процесс прогрессирующей 
и генерализованной потери мышечной массы и 
силы, который влечёт за собой низкую физиче-
скую работоспособность и, при длительном раз-
витии, гериатрическую слабость  [17]. Для этого 
состояния характерны повышенный риск болез-
ненности, падений, ограничений в повседневной 
активности, плохой прогноз после хирургическо-
го вмешательства и, в конечном счёте, высокая 
смертность  [16]. Распространённость саркопении 
достигает 13% среди людей 60–70 лет и 50% среди 
людей ≥  80  лет  [17]. Наличие диабета повышает 
риск развития саркопении в 2 раза и дальнейшей 
гериатрической слабости – в 1,5–4 раза [18]. Таким 
образом, актуальность этих проблем возрастает в 
связи с увеличением продолжительности жизни. 
На сегодняшний день для снижения прогресси-
рования саркопении используют корректировку 
питания и физические упражнения, но при этом 
разрабатываются стратегии терапии, направлен-
ные на предотвращение мышечного поврежде-
ния  [16–18].

Скелетная мускулатура  – основной инсулин-
зависимый потребитель глюкозы, поэтому по-
теря мышечной массы при саркопении может 
приводить к развитию инсулинорезистентности 
и, в конечном счёте, сахарному диабету 2  типа. 
Кроме того, формированию данных заболева-
ний может способствовать адипоз скелетной 
мышцы, наблюдаемый при саркопении  [17,  19]. 
При саркопении и при сахарном диабете 2  типа 
могут развиваться функциональные нарушения,  
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для которых необходима диагностика и своевре-
менное лечение. Таким образом, важным явля-
ется мониторинг уменьшения массы скелетных 
мышц, особенно у людей с диабетом.

У человека выявлены три типа скелетных 
мышечных волокон: медленные, 1  типа, и бы-
стрые (2А и 2Х  типа; у других млекопитающих 
также есть волокна 2B  типа)  [20,  21]. Мышечные 
волокна 2А  типа более устойчивы к утомлению, 
чем волокна 2Х типа, и содержат в своём составе 
больше ферментов окислительного метаболиз-
ма  [22]. Состав мышцы зависит от выполняемой 
ею функции: мышцы, отвечающие за поддержа-
ние положения тела, в основном состоят из во-
локон медленного типа, в то время как мышцы, 
необходимые для движения, преимущественно 
состоят из волокон быстрого типа  [21].

Развитие некоторых патологий может приво-
дить к повреждению мышечных волокон только 
определённого типа. Так, при мышечной дистро-
фии Дюшенна повреждаются преимущественно 
быстрые мышечные волокна, наиболее сильно  – 
волокна 2Х типа  [23]. Мышечные повреждения, 
индуцированные приёмом статинов, затрагивают 
преимущественно волокна быстрого типа, в то 
время как приём фибратов  – преимущественно 
волокна медленного типа  [24,  25]. При интенсив-
ных эксцентрических сокращениях также повре-
ждаются волокна преимущественно быстрого 
типа  [26]. Для многих патологических состояний, 
сопровождающихся мышечной атрофией, харак-
терна не только атрофия определённого типа мы-
шечных волокон, но и смена одних волокон на 
другие. Так, при денервации или обездвиженно-
сти конечности, при травме спинного мозга, при 
длительном постельном режиме обычно проис-
ходит смена медленных волокон на быстрые [27]. 
Обратный процесс, смена быстрых волокон на 
медленные, происходит при голодании, приёме 
глюкокортикоидов, кахексии и саркопении  [27]. 
Помимо этого, для мышечных волокон быстрого 
и медленного типа показана разная способность 
к регенерации после повреждения. Так, на кры-
сах было показано, что если мышцы, состоящие 
преимущественно из волокон быстрого типа (на-
пример, extensor digitorum, разгибатель пальцев), 
регенерируют эффективно, то мышцы, состоя-
щие преимущественно из волокон медленного 
типа (например, soleus, камбаловидная мышца),  
не регенерируют полностью, и на месте мышеч-
ной ткани развивается фиброз  [28].

Широко применяемыми способами диагно-
стики повреждений скелетной мускулатуры яв-
ляются различные инструментальные методы: 
магнитно-резонансная томография, компьютер-
ная томография, двухэнергетическая рентгенов-
ская абсорбциометрия  [29]. Данные подходы  

позволяют неинвазивно детектировать изменения 
в скелетных мышцах (отёк, замену на жировую 
и соединительную ткань, мышечную атрофию), 
определять конкретные участки повреждений и 
даже проводить количественную оценку измене-
ний в структуре скелетной мускулатуры  [30–34]. 
Однако недостатком инструментальных методов 
является необходимость наличия дорогостоящего 
оборудования и специализированных мест для 
проведения манипуляций. Альтернативой явля-
ется определение концентрации в крови био-
маркеров  – белков скелетной мускулатуры, вы-
свобождающихся в кровоток при повреждении 
мышечных волокон. Наиболее широко исполь-
зуемыми на данный момент маркерами повреж-
дения скелетной мускулатуры, являются креа-
тинкиназа, а также аспаратаминотрансфераза, 
лактатдегидрогеназа и миоглобин  [35]. В то же 
время необходимо отметить, что все вышепере-
численные белки не обладают специфичностью: 
помимо скелетной мускулатуры, они экспрессиру-
ются и в других тканях, что может снижать точ-
ность проводимой диагностики. В исследованиях, 
направленных на поиск и анализ новых марке-
ров повреждения скелетных мышц, выделяют  
такие белки, как связывающий жирные кислоты 
белок  3, лёгкие цепи миозина  3, ММ-изоформа 
креатинкиназы, а также скелетные изоформы 
тропонина  И (ТнИ)  [36]. Несмотря на то что все 
вышеперечисленные белки сравнимы или пре-
восходят по чувствительности маркеры, исполь-
зуемые на сегодняшний день, среди них лишь 
один белок  – скелетные изоформы ТнИ  – специ-
фичен для скелетной мускулатуры  [9,  36,  37]. ТнИ 
вместе с тропонином  Т (ТнТ) и тропонином  С 
(ТнС) образует тропониновый комплекс, который 
участвует в регуляции мышечного сокращения 
[38,  39]. Изоформы ТнТ также специфичны для 
скелетной мускулатуры, однако мы не нашли 
данных, подтверждающих их использование в 
качестве маркера повреждения мышц. Возмож-
ность его использования как маркера требует 
дальнейшего изучения.

На протяжении многих лет скелетные тропо-
нины привлекали внимание исследователей с 
точки зрения изучения регуляции мышечного 
сокращения. В данном обзоре мы описываем 
роль этих белков в развитии некоторых заболе-
ваний скелетных мышц и рассматриваем возмож-
ность их применения для диагностики и терапии 
повреждений скелетной мускулатуры.

БИОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ТРОПОНИНОВ

Тропонин И. ТнИ представлен в организме 
человека тремя изоформами: сердечной (сТнИ)  
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Таблица  1. Некоторые свойства скелетных изоформ 
ТнИ человека

Изоформы
Быстрый  

скелетный ТнИ
(Uniprot P48788)

Медленный  
скелетный ТнИ
(Uniprot P19237)

Ген TNNI2 TNNI1

Хромосомный 
локус 11p15.5 1q32.1

Число экзонов 8 9

Число а.о. 182 187

Молекулярная 
масса (кДа) 21,3 21,7

Изоэлектриче-
ская точка 8,9 9,6

Тканевая 
специфичность

быстрые 
скелетные 
мышечные 

волокна

медленные 
скелетные 
мышечные 

волокна, 
эмбриональные 
кардиомиоциты

и двумя скелетными, быстрой (бсТнИ) и медлен-
ной (мсТнИ). бсТнИ и мсТнИ экспрессируются 
в мышечных волокнах быстрого и медленного 
типа соответственно (табл.  1)  [23,  40]1. мсТнИ 
также экспрессируется в сердечной мышце в ходе 
эмбрионального развития и заменяется сТнИ в 
постнатальном периоде  [41]. сТнИ экспрессирует-
ся только в сердечной мускулатуре после рожде-
ния  [42,  43].

ТнИ препятствует взаимодействию миозина 
и актина в отсутствие Са2+. В присутствии Са2+ 
ингибиторный домен ТнИ диссоциирует с по-
верхности актина, что способствует образованию 
актомиозинового комплекса  [44,  45]. Основным 
отличием скелетных изоформ ТнИ и сТнИ явля-
ется наличие в сердечной изоформе белка уни-
кальной N-концевой последовательности длиной 
в 31 аминокислотный остаток (а.о., 2–32) (рис.  1). 
Фосфорилирование а.о. Ser23 и Ser24 в составе 
этого участка считают одним из способов регуля-
ции мышечного сокращения  [48]. Среди скелет-
ных изоформ ТнИ структура была расшифрована 
только для бсТнИ. Наиболее высокое разрешение 
было получено методом рентгеноструктурного 
анализа для бсТнИ курицы в комплексе с ТнС и 
фрагментом ТнТ как в насыщенном Са2+ состоя-
нии (с разрешением в 3,00  Å), так и в отсутствие 
ионов Са2+ (с разрешением в 7,00  Å)  [46]. Структу-
ра бсТнИ была расшифрована для всей молекулы 
белка, за исключением её С-концевого участка.  

В молекуле ТнИ можно выделить несколько функ-
циональных участков: ИТ-рука, ингибиторный 
домен, регуляторный домен и C-концевой уча-
сток. Для медленной скелетной изоформы при-
мерные границы участков определены исходя  
из сходства последовательности мсТнИ с бсТнИ 
и сТнИ  [46,  47]. ИТ-рука (~2–106  (а.о.) для бсТнИ; 
~2–107 для мсТнИ; мсТнИ человека; нумерация 
может отличаться у различных видов живот-
ных) выполняет структурную функцию: она со-
стоит из N-концевого участка, связывающего  
С-концевой домен ТнС (~2–40 бсТнИ и мсТнИ), и 
ТнТ-связывающего участка (~50–106 бсТнИ и ~50–
107 мсТнИ). ИТ-рука образована двумя противопо-
ложно направленными α-спиралями: H1 (~12–48 
бсТнИ и мсТнИ) и H2 (~58–103 бсТнИ; ~59–104 
мсТнИ), соединённых линкером (~49–57 бсТнИ; 
~49–58 мсТнИ). Ингибиторный домен (~107–115 
бсТнИ; ~108–116 мсТнИ) в  отсутствие ионов Са2+ 
взаимодействует с актином, в то время как при 
повышении концентрации Са2+ он диссоциирует 
от тонкого филамента (при этом также происхо-
дит смещение тропомиозина), и актин становится 
доступным для связывания миозином. Регулятор-
ный домен (~116–131 бсТнИ; ~117–132 мсТнИ), 
который включает в себя α-спираль  H3 (~118–127 
бсТнИ; ~119–128 мсТнИ, сТнИ), при повышении 
концентрации Са2+ связывается с N-концевым до-
меном ТнС, что приводит к диссоциации ингиби-
торного домена ТнИ от актина, смещению тропо-
миозина и взаимодействию миозина с актином.

С-Концевой участок бсТнИ не удалось закри-
сталлизовать в связи с его подвижностью. Соглас-
но некоторым данным, полученным с использо-
ванием ядерного магнитного резонанса (ЯМР) для 
быстрого скелетного тропонинового комплекса 
курицы, С-концевой участок не имеет вторич-
ной структуры и находится в неупорядоченном 
состоянии, причём как в отсутствие, так и в при-
сутствии Са2+  [49,  50]. Согласно данным, получен-
ным методом малоуглового нейтронного рассея-
ния, при низких концентрациях Са2+ С-концевой 
участок бсТнИ представляет из себя удлинённую 
структуру, которая предположительно может 
быть суперскрученной спиралью или β-слоями, 
в то время как в присутствии Са2+ участок при-
обретает компактную структуру  [51]. Ещё одни 
результаты, полученные методом ЯМР, свиде-
тельствуют о том, что С-концевой участок бсТнИ 
курицы имеет вторичную структуру, состоящую 
из α-спирали, двух β-слоёв и ещё двух α-спира-
лей  [52–54]. Считается, что С-концевой участок 
взаимодействует с актином в отсутствии Са2+ и 
таким образом участвует в ингибировании связы-
вания актина и миозина  [52, 55, 56].

1 Для всех белков в этом обзоре нумерация начинается с N-концевого метионина.
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Рис. 1. Выравнивание трёх изоформ ТнИ человека: бсТнИ, мсТнИ и сТнИ. Аминокислотные последователь-
ности белков из базы данных Uniprot: бсТнИ (TNNI2_HUMAN, P48788), мсТнИ (TNNI1_HUMAN, P19237), сТнИ 
(TNNI3_HUMAN, P19429). Выравнивание произведено в программе Clustal Omega. Голубым цветом отмечены 
совпадающие а.о. Прямоугольники обозначают границы α-спиралей (нумерация а.о. указана для последо-
вательности бсТнИ). Стрелками отмечены сайты связывания ТнС и ТнТ. Над последовательностями указа-
ны возможные участки фосфорилирования бсТнИ и мсТнИ  (p) и глутатионилирования бсТнИ (glut)  [44–47]

Тропонин  Т. ТнТ, как и ТнИ, представлен в 
организме человека тремя изоформами: сердеч-
ной (сТнТ) и двумя скелетными, быстрой (бсТнТ) 
и медленной (мсТнТ) (табл.  2). бсТнТ и мсТнТ 
экспрессируются только в скелетных мышцах, 
в то время как сТнТ экспрессируется не только 
в сердце, но и в скелетной мускулатуре в ходе 
эмбрионального развития и в неонатальный пе-
риод  [57,  58].

Функция ТнТ заключается в прикреплении 
тропонинового комплекса к актиновому фила-
менту и в регуляции взаимодействия тропонино-
вого комплекса с белками тонкого филамента [59]. 
В  состав молекулы ТнТ входит N-концевой вариа-
бельный участок и консервативные центральный 
и С-концевой участки (рис.  2). N-Концевой домен 
ТнТ вариабелен не только по аминокислотному 
составу, но и по длине, и разнообразие форм яв-
ляется результатом альтернативного сплайсинга. 
В составе консервативной части расположены две 
α-спирали, H1 (~162–188 для бсТнТ) и H2 (~196–240 
для бсТнТ). Н2 ТнТ образует суперскрученную 
спираль с Н2 ТнИ, а своим С-концом взаимодей-
ствует с ТнС  [46, 47, 60–62]. В состав консерватив-
ной части также входят два участка взаимодей-
ствия с тропомиозином, Тм1 и Тм2. Расположение 
Тм1 определено с достаточной точностью (~61–99 

для бсТнТ; ~65–103 для мсТнТ), в то время как 
данные о локализации Тм2 противоречивы. Jin и 
Chong  [60] считают, что Тм2 располагается между 
а.о. ~161–200 бсТнТ и ~165–204 мсТнТ, при этом в 
других работах предполагается, что Тм2 сформи-

Таблица  2. Некоторые свойства скелетных изоформ 
ТнТ человека

Изоформы
Быстрый 

скелетный ТнИ 
(Uniprot P45378)

Медленный 
скелетный ТнИ 
(Uniprot P13805)

Ген TNNT3 TNNT1

Хромосомный 
локус 11p15.5 19q13.42

Число экзонов 19 14

Число а.о. 245–269 251–278

Молекулярная 
масса (кДа) 29,1–31,8 30–33

Изоэлектриче-
ская точка 5,7–9 5,6–6,1

Тканевая 
специфичность

скелетные 
мышцы

скелетные 
мышцы
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Рис. 2. Выравнивание трёх изоформ ТнТ человека: бсТнТ, мсТнТ и сТнТ. Последовательности белков взяты из 
базы данных Uniprot: бсТнТ (TNNT3_HUMAN, P45378-3), мсТнT (TNNT1_HUMAN, P13805-1), сТнT (TNNT2_HUMAN, 
P45379-6). Выбраны наиболее длинные сплайсоформы, представленные в организме взрослого человека (для 
бсТнТ и сТнТ  – не содержащие фетальных экзонов). Выравнивание произведено в программе Clustal Omega. 
Зелёным цветом выделены идентичные а.о. Экзонная структура бсТнТ и мсТнТ приведена над выравнива-
нием. Прямоугольники обозначают границы α-спиралей (нумерация а.о. указана для последовательности 
бсТнТ), над Н2 отмечен участок взаимодействия с ТнИ и ТнС. Овалом со сплошной линией отмечен сайт 
взаимодействия с тропомиозином Тм1, овалами с пунктирной линией отмечены предполагаемые места 
связывания с тропомиозином Тм2 и возможный сайт связывания с небулином. Над последовательностями 
указаны возможные участки фосфорилирования бсТнТ  [46, 47, 60, 63–66, 69, 70]

рован самыми С-концевыми остатками молекулы 
ТнТ  [63–66]. Данные, полученные при исследова-
ниях структуры тонких филаментов сердца мето-
дами криоэлектронной микроскопии (крио-ЭМ) 
и криоэлектронной томографии (крио-ЭТ), позво-
ляют предполагать, что сТнТ связывается сразу с 
двумя цепями тропомиозина. Тм2 ТнТ связывается 
с той же цепью тропомиозина, что и ТнИ, в то 
время как Тм1 взаимодействует с соседней нитью 
белка  [67,  68]. Исследования структуры тонких 
филаментов сердца и скелетных мышц методами 
крио-ЭМ и крио-ЭТ показали, что бсТнТ, вероятно, 
взаимодействует с белком скелетных мышц небу-
лином, который, как и тропомиозин, связывается 

с актином по всей его длине. Структура ТнТ и 
небулина ещё не получена, однако предполагают, 
что участок R134–R179 бсТнТ мыши (соответству-
ет R123–R169 бсТнТ человека) содержит в своём 
составе два сайта связывания с небулином  [69].

Ген TNNT3, кодирующий бсТнТ, содержит 
в своём составе 19  экзонов. Из них 8  экзонов  – 
кодирующие N-концевые участки экзоны  4–8 и 
фетальный экзон, а также кодирующие С-конце-
вой участок экзоны  16 и 17 (они же экзоны α и 
β)  – могут подвергаться альтернативному сплай-
сингу  [71]. Фетальный экзон, расположенный 
между экзонами  8 и 9, экспрессируется только 
в эмбриональных скелетных мышцах  [70,  72].  
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Экспрессия экзонов  16 и 17 является взаимоис-
ключающей, экзон  16 экспрессируется преиму-
щественно во взрослом возрасте, в то время 
как экзон  17  – преимущественно в эмбриональ-
ных и неонатальных мышцах  [73, 74]. В ходе 
эмбрионального развития и постнатальный пе-
риод происходит смена экспрессии сплайсоформ 
бсТнТ: высокомолекулярные формы сменяются 
низкомолекулярными, формы с кислой изоэлек-
трической точкой сменяются щелочными фор- 
мами  [75].

Во взрослых мышцах кролика методом ве-
стерн-блоттинга была показана экспрессия пяти 
сплайсоформ бсТнТ: доминирующих  – TnT1f (са-
мая длинная, содержит в своём составе все экзоны, 
кроме фетального), TnT2f, TnT3f  – и, в меньшей 
степени, TnT2fa, TnT4f  [72, 76, 77]. При этом важ-
но отметить, что состав сплайсоформ отличался 
в разных типах мышц. У взрослых крыс методом 
масс-спектрометрии было идентифицировано 
шесть сплайсоформ бсТнТ, при этом их состав 
также отличался в разных мышцах  [78]. Тем же 
методом были детектированы шесть сплайсоформ 
бсТнТ у макак-резусов  [79]. У  взрослого человека 
методом масс-спектрометрии было идентифици-
ровано только три сплайсоформы бсТнТ (fsTnT III, 
VI и VII), однако в этом исследовании авторы 
брали только два типа мышц, tibialis anterior и 
vastus lateralis, первая из которых содержит в 
своём составе преимущественно волокна мед-
ленного типа, в связи с чем часть сплайсоформ  
бсТнТ могла быть не обнаружена  [80].

Ген TNNT1, кодирующий мсТнТ, состоит из 
14  экзонов. В отличие от бсТнТ, разнообразие 
форм, полученных в результате альтернативного 
сплайсинга мсТнТ, невелико. Методом вестерн-
блоттинга для мышей и овец было показано нали-
чие высокомолекулярной и низкомолекулярной 
форм мсТнТ  [81]. Клонирование геномной кДНК 
мыши позволило определить, что низкомолеку-
лярная форма получается в результате делеции 
11  а.о., которая образуется в результате альтерна-
тивного сплайсинга N-концевого экзона  5. Также 
было показано, что существуют две высокомоле-
кулярные формы, различающиеся делецией одно-
го а.о. в экзоне  6  [81, 82]. Клонирование геномной 
кДНК человека также выявило три сплайсоформы 
мсТнТ: полноразмерную форму, форму с С-конце-
вой делецией 16  а.о., образованной в результате 
альтернативного сплайсинга экзона 12, и форму с 
двумя делециями  – вышеупомянутой С-концевой 
и N-концевой делецией 11  а.о. (экзон  5)  [82–84].  
На белковом уровне методом масс-спектрометрии 
в скелетных мышцах человека (vastus lateralis 
и tibialis anterior) были идентифицированы две 
сплайсоформы мсТнТ  – с одной и с двумя деле-
циями  [80].

Тропонин  С. В отличие от ТнИ и ТнТ, ТнС 
представлен в организме человека двумя изо-
формами: медленной скелетной/сердечной изо-
формой мс/сТнС и быстрой скелетной изоформой 
бсТнС, которые экспрессируются в сердечных/
медленных скелетных и быстрых скелетных мы-
шечных волокнах соответственно (табл.  3)  [85].

ТнС  – белок, обеспечивающий чувстви-
тельность тонкого филамента к концентрации 
ионов  Са2+. При повышении концентрации внут-
риклеточного Са2+ в результате распространения 
нервного импульса по мышечному волокну ТнС 
связывает Са2+, что приводит к изменению кон-
формации тропонинового комплекса, смещению 
молекулы тропомиозина и развитию мышечного 
сокращения. ТнС состоит из короткого N-конце-
вого участка и четырёх EF-рук  – Са2+-связываю-
щих доменов (рис.  3). Четыре EF-руки объедине-
ны попарно и образуют N-концевой и С-концевой 
домены, соединённые линкером. N-Концевые 
EF-руки (I и II) обладают низким сродством к Са2+,  
а С-концевые (III и IV) – высоким сродством. С-Кон-
цевые EF-руки постоянно заполнены ионами Са2+ 
или Mg2+, в то время как N-концевые с высокой 
селективностью связывают Са2+ при повышении 
его концентрации во время распространения 
потенциала действия в мышечном волокне. В 
бсТнС все четыре EF-руки могут связывать Са2+, в 
то время как у с/мсTнC первая EF-рука утратила 
такую способность в результате инсерции одного 
а.о. и  замен двух а.о.  [47, 62, 86].

Таблица 3. Некоторые свойства скелетных изоформ 
ТнС человека

Изоформы
Быстрый 

скелетный ТнС 
(Uniprot P02585)

Медленный 
скелетный/ 

сердечный ТнС 
(Uniprot P63316)

Ген TNNC2 TNNC1

Хромосомный 
локус 20q13.12 3p21.1 

Число экзонов 6 6

Число а.о. 160 161

Молекулярная 
масса (кДа) 18,1 18,4

Изоэлектриче-
ская точка 4,1 4,0

Тканевая 
специфичность

быстрые 
скелетные 
мышечные 

волокна

медленные 
скелетные 
мышечные 

волокна, 
кардиомиоциты
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Рис. 3. Выравнивание двух изоформ ТнС человека: бсТнС и мс/сТнС. Последовательности взяты из базы дан-
ных Uniprot: бсТнС (TNNC2_HUMAN, P02585), мс/сТнС (TNNC1_HUMAN, P63316). Жёлтым цветом выделены иден-
тичные а.о. Остатки, участвующие в связывании Ca2+ и Mg2+, выделены жирным шрифтом. Прямоугольника-
ми отмечены границы α-спиралей (N, A–H). Стрелками указаны N-концевой и C-концевой домены, а также 
EF-руки. Серыми кружками отмечены сайты связывания Ca2+ и Mg2+; незакрашенный кружок со сплошной 
линией указывает на сайт, специфичный к Са2+ в обеих изоформах ТнС; кружком с пунктирной линией от-
мечен сайт, селективно связывающий Са2+ в бсТнС (I EF-рука в мс/сТнС не связывает ионы) [46, 47, 62, 86–89]

Структура бсТнС была расшифрована мето-
дом ренгеноструктурного анализа для белка кро-
лика [87], белка цыплёнка [46] – как для свободно-
го белка, так и для белка в составе тропонинового 
комплекса. Несмотря на то что мс/сТнС также экс-
прессируется в мышечных волокнах медленного 
типа, большая часть работ посвящена исследова-
нию его структуры и роли в составе тропонино-
вого комплекса сердца человека  [47].

С-Концевой домен ТнС входит в состав ИТ-ру-
ки, взаимодействуя с другими тропонинами в 
области суперскрученной спирали (Н2 ТнИ и Н2 
ТнТ) и Н1 ТнИ. N-Концевой и C-концевой глобу-
лярные домены ТнС соединены центральным 
линкером  [46,  47]. В то время как С-концевой до
мен всегда связывает ионы, N-концевой домен 
может переключаться между двумя состояниями: 
закрытой конформацией в отсутствие Ca2+ или от-
крытой конформацией, которая формируется при 
связывании Ca2+ EF-рукой(ами). Связывание Ca2+ 
приводит к образованию гидрофобного кармана, 
который взаимодействует с регуляторным доме-
ном ТнИ, что приводит к удалению ингибитор-
ного домена ТнИ от молекулы актина и развитию 
мышечного сокращения  [88,  89].

Функциональные различия изоформ тропо-
нинов. Быстрые скелетные, медленные скелетные 
и сердечные волокна поперечно-полосатой муску-
латуры по-разному реагируют на повышение кон-
центрации Са2+. Медленные мышечные волокна 
обладают наибольшей чувствительностью к 
Са2+ (другими словами, пороговая концентрация 
Са2+, необходимая для их сокращения, меньше), 
быстрые  – наименьшей чувствительностью  [21, 
90, 91]. При этом наибольшая кооперативность со-
кращения (коэффициент Хилла) наблюдается у мы-
шечных волокон быстрого типа, а минимальная – 
у медленных. Есть данные, свидетельствующие 
о  том, что эти различия могут быть обусловлены 
изоформами тропонинов, экспрессирующимися в 
разных типах волокон. Так, при замене мс/сТнС 
на бсТнС в сердечных волокнах чувствитель-
ность к Са2+ снижается, при этом замена бсТнС 
на мс/сТнС в быстрых скелетных волокнах приво-
дила к повышению чувствительности к Са2+  [90]. 
При замене быстрого скелетного тропонинового 
комплекса на сердечный в волокнах быстрого 
типа наблюдалось увеличение чувствительно-
сти к Са2+ и снижение кооперативности сокра- 
щения  [92].
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Падение внутриклеточного рН (ацидоз) во всех 
типах поперечно-полосатой мускулатуры приво-
дит к сократительной дисфункции, в том числе 
к уменьшению чувствительности к Са2+. В  сердце 
опасное понижение внутриклеточного рН до зна-
чений 6,5 и ниже наблюдается при длительной 
ишемии и обусловлено накоплением продуктов 
метаболизма, в том числе лактата  [93,  94]. В  ске-
летных мышцах понижение рН было выявлено 
при интенсивных физических нагрузках, но, хотя 
понижение рН и влияет на мышцы, его эффект не 
столь существенный, как в сердце. У человека по-
сле физической нагрузки высокой интенсивности 
рН падает до ~6,5, при этом в среднем рН обычно 
снижается до ~6,8–6,9  [95–97]. Как и в случае чув-
ствительности к Са2+, степень эффекта от пони-
жения рН варьирует в зависимости от типа мы-
шечных волокон: наиболее ярко он проявляется в 
сердечной мускулатуре и наименее – в скелетных 
волокнах медленного типа  [98]. Эксперименты 
на выделенных мышечных волокнах показали, 
что при снижении рН с 7 до 6,5 наименьшее 
падение чувствительности к Са2+ наблюдается 
у медленных мышечных волокон (у быстрых и 
сердечных падение больше и примерно одина-
ково по амплитуде)  [90]. При этом дальнейшее 
понижение рН до 6,2 оказывает наиболее силь-
ное действие на сердечные волокна, но не на ске- 
летные.

Чувствительность сократительного аппарата 
к ацидозу во многом обусловлена тропониновым 
комплексом, а величина этого эффекта определя-
ется в том числе различными изоформами тропо-
нинов  [99]. Так, эксперименты, проведённые на 
выделенных мышечных волокнах, показали, что 
замена бсТнС на мс/сТнС в быстрых мышечных 
волокнах приводит к увеличению чувствитель-
ности к рН, и, наоборот, замена мс/сТнС на бсТнС 
в медленных мышечных волокнах приводит к не-
большому уменьшению чувствительности к закис-
лению [100]. Последний эффект ещё более выражен 
при замене мс/сТнС на бсТнС в сердечных волок-
нах  [99]. Таким образом, мс/сТнС увеличивает за-
висимость от рН, а бсТнС  – уменьшает её. Другие 
авторы показали, что на чувствительность к рН 
влияют комбинации ТнС и ТнИ. Авторы выделяли 
сердечные волокна и заменяли ТнИ и ТнС на дру-
гие изоформы белков, вместе или по отдельности.  
В волокнах, содержащих сТнИ или бсТнИ, мс/сТнС 
обусловливает повышенную чувствительность к 
pH в сравнении с бсТнС. При этом замена сТнИ на 
мсТнИ приводит к снижению чувствительности к 
рН независимо от того, какая изоформа ТнС при-
сутствует. Это позволило авторам сделать вывод 
о том, что ТнС в большей степени обусловливает 
чувствительность к рН в быстрых скелетных или 
сердечных волокнах, а ТнИ  – в  медленных ске-

летных волокнах  [90]. Последнее хорошо согласу-
ется с тем, что неонатальные кардиомиоциты, в 
которых экспрессируется мсТнИ, менее чувстви-
тельны к ацидозу, чем взрослые кардиомиоциты, 
экспрессирующие сТнИ  [101]. Этот эффект также 
воспроизводился в трансгенных мышах: при за-
мене сТнИ на мсТнИ чувствительность к ацидозу 
снижалась  [102]. Более поздние исследования по-
казали, что данный эффект, вероятно, обусловлен 
наличием остатка His132 в составе мсТнИ (His131 
у бсТнИ); в молекуле сТнИ на его месте располо-
жен Ala163. Данный а.о. локализован в регулятор-
ном домене ТнИ и участвует во взаимодействии с 
ТнС. Было показано, что при понижении рН элек-
тростатическое взаимодействие между остатком 
гистидина и остатками Glu15 и Glu19 в составе 
молекулы ТнС стабилизирует конформацию тро-
понинового комплекса, что приводит к сокраще-
нию мышцы  [103–106].

Три изоформы ТнТ отличаются значениями 
своих изоэлектрических точек, при этом изофор-
ма бсТнТ, экспрессирующаяся у взрослых, являет-
ся наиболее щелочной. Помимо этого, в ходе раз-
вития наблюдается смена сплайсоформ бсТнТ от 
более кислых к более щелочным вариантам, что 
в конечном счёте приводит к экспрессии щелоч-
ных сплайсоформ во взрослом возрасте. Данные 
различия обусловлены вариабельностью N-конце-
вого домена [107]. Однако существует уникальная 
кислая сплайсоформа бсТнТ, экспрессирующаяся в 
некоторых типах мышц у взрослых куриц  [107]. 
Было показано, что эти мышцы обладают мень-
шей чувствительностью к Са2+, а также большей 
устойчивостью к ацидозу в сравнении с мыш-
цами, которые экспрессируют щелочные сплай-
соформы бсТнТ  [108]. Полученные данные согла-
суются с тем фактом, что при экспрессии бсТнТ 
в  сердце трансгенных мышей снижалась устой-
чивость сердечной мышцы к ацидозу  [109].

СКЕЛЕТНЫЕ ТРОПОНИНЫ КАК МАРКЕРЫ 
ПОВРЕЖДЕНИЯ СКЕЛЕТНОЙ МУСКУЛАТУРЫ

Одним из наиболее чувствительных и спе-
цифичных подходов для детекции и определения 
концентрации маркеров, в том числе скелет-
ных изоформ ТнИ, является иммунный анализ 
типа «сэндвич»  [110]. В большинстве случаев 
метод основан на использовании двух антител, 
распознающих различные эпитопы на поверх-
ности антигена: антитело подложки и детек-
торное антитело, которое может быть конъюги-
ровано с различными метками. Насколько нам 
известно, на сегодняшний день нет зарегистри-
рованных для клинического применения тест-си-
стем, детектирующих скелетные изоформы ТнИ,  
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и во всех опубликованных работах использова-
лись системы, предназначенные только для на-
учно-исследовательских целей.

В ряде исследований были определены кон-
центрации скелетных изоформ ТнИ у здоро-
вых людей. Средние значения базальных кон-
центраций варьировали от 1,74  ±  0,27  нг/мл до 
2,5  ±  0,9  нг/мл при их определении одним и тем 
же методом в разных работах [111–114]. В ещё од-
ном исследовании концентрация скелетных изо-
форм ТнИ у здоровых была ниже предела обна-
ружения (ПрО), равного 1,2  нг/мл  [115]. В работе, 
где определяли концентрацию бсТнИ, его базаль-
ная концентрация оказалась ниже ПрО метода, 
который составлял 2,4  нг/мл  [9,  116]. Необходимы 
дальнейшие исследования, однако имеющиеся 
данные позволяют предположить, что средний 
уровень скелетных изоформ ТнИ в здоровой по-
пуляции ниже 1–2  нг/мл.

При повреждении скелетной мускулатуры 
нарушается целостность мембраны мышечного 
волокна, и внутриклеточные белки попадают 
в кровоток. Показано, что уровень скелетных 
изоформ ТнИ растёт при повреждениях скелет-
ной мускулатуры различной этиологии. Так, 
их  концентрация повышена у больных с рабдо-
миолизом  [117,  118]; после интенсивных физиче-
ских нагрузок: например, после триатлона  [113], 
бега  [119], эксцентрических сокращений  [26, 120–
122]; при травмах опорно-двигательного аппарата 
и мягких тканей, в том числе после хирургиче-
ского вмешательства  [114,  119]. Также наблюда-
ется рост концентрации скелетных изоформ ТнИ 
у больных с воспалительными миопатиями, на-
пример, полимиозитом и дерматомиозитом  [115, 
119, 123]. Концентрация скелетных изоформ ТнИ 
коррелирует с клинической картиной при мы-
шечных дистрофиях (Дюшенна, Беккера и поясно-
конечностной мышечной дистрофии), и поэтому 
возможно использование данного параметра для 
оценки степени тяжести заболевания и монито-
ринга ответа на терапию  [9].

Одним из потенциальных приложений ске-
летных изоформ ТнИ как биомаркера является 
определение миотоксичности лекарственных 
препаратов, при использовании которых проис-
ходит разрушение мышечных волокон и высво-
бождение тропонина в кровоток  [36, 37, 124, 125]. 
Возможность такого применения была показана 
на крысах, а также с использованием 3D мышеч-
ной ткани человека in  vitro  [126,  127].

Наличие изоформ, специфичных для различ-
ных типов скелетных волокон, предоставляет 
дополнительные возможности для диагностики. 
Как было описано в предыдущем разделе, при 
ряде повреждений/заболеваний скелетной муску-
латуры может затрагиваться определённый тип 

мышечных волокон. Например, при эксцентри-
ческих сокращениях повреждаются волокна пре-
имущественно быстрого типа, и при этом именно 
бсТнИ, а не мсТнИ высвобождается в кровоток [26, 
121, 122]. Для некоторых мышечных дистрофий 
также показано повышение концентрации бсТнИ, 
но не мсТнИ  [128].

Максимальные концентрации скелетных изо-
форм ТнИ достигали 500  нг/мл через 6  ч после про-
хождения триатлона (4  км плавания, 120  км езды 
на велосипеде, 30 км бега), при этом средняя кон-
центрация составила 62,2  ±  139  нг/мл  [113]. Также 
высокие концентрации детектировали через 6  ч  
после скоростного спуска: медиана составляла 
27,3  нг/мл (интерквартильный размах 8,5–43  нг/мл), 
в то время как более низкие концентрации были 
выявлены через 6  ч после бега с увеличением 
скорости: 6,6  нг/мл (3,7–9  нг/мл), и после эксцен-
трических сокращений четырёхглавой мышцы 
бедра: 6,8  нг/мл (3,1–14,9  нг/мл)  [26]. Средние кон-
центрации скелетных изоформ ТнИ в пределах 
24  ч после травмы составили: 15,3  ±  2,4  нг/мл 
после травмы опорно-двигательного аппарата и 
10,4  ±  1,8  нг/мл после травмы мягких тканей [114]. 
Максимальная концентрация скелетных изоформ 
ТнИ у больных с воспалительными миопатиями 
составила 516  нг/мл, а медиана – 8,6  нг/мл (интер-
квартильный размах 3,2–33,5  нг/мл)  [115].

Исследований, посвящённых использованию 
скелетных ТнТ в качестве возможных маркеров 
мышечного повреждения, пока не опубликовано, 
но мы предполагаем, что, по аналогии с сердеч-
ными тропонинами  И и Т, которые являются 
маркерами повреждения сердечной мускулатуры, 
скелетные изоформы ТнТ также могут быть по-
тенциальными удобными маркерами для диагно-
стики повреждений скелетной мышцы.

Ряд авторов также предлагает использовать 
бсТнС в качестве маркера повреждения скелетной 
мускулатуры [129]. Однако детекция ТнС будет об-
ладать меньшей специфичностью, чем детекция 
скелетных изоформ ТнИ или ТнТ, так как бсТнС 
экспрессируется только в мышечных волокнах 
быстрого типа, а с/мсТнС – в волокнах медленного 
типа и в сердечной ткани.

ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ  
НА ИММУНОХИМИЧЕСКУЮ ДЕТЕКЦИЮ  

СКЕЛЕТНЫХ ТРОПОНИНОВ

На взаимодействие антител со скелетными 
изоформами тропонинов могут оказывать влия-
ние различные факторы: гомология с другими 
изоформами тропонинов, присутствие сплайсо-
форм, посттрансляционные модификации, про-
теолиз, связывание аутоантител и экранирование 
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белками тропонинового комплекса. Подобные 
воздействия могут значительно искажать резуль-
таты проводимых измерений и должны быть 
учтены как при исследовании свойств данных 
белков, так и при разработке иммунохимических  
систем.

Сходство изоформ. Степень сходства изо-
форм составляет ~60% и для ТнИ, и для ТнТ (при 
сравнении наиболее длинных сплайсоформ, экс-
прессирующихся у взрослых людей: P45378-3 для 
бсТнТ, P13805-1 для мсТнТ и P45379-6 для сТнТ) 
(рис.  1 и 2), поэтому одна из проблем, возникаю-
щая при иммунохимической детекции скелетных 
тропонинов – перекрёстное взаимодействие анти-
тел с сердечной изоформой белка или со второй 
скелетной изоформой (в случае дифференциро-
ванного определения медленной или быстрой 
скелетной изоформы тропонина), что может 
снижать специфичность определения целевого 
маркера. Высокая степень гомологии тропонинов 
значительно уменьшает количество эпитопов, к 
которым возможно получить антитела для специ-
фического определения отдельных изоформ бел-
ка. Наиболее консервативными как для ТнИ, так 
и для ТнТ являются С-концевые участки молекул, 
наиболее вариабельными  – N-концевые.

Альтернативный сплайсинг ТнТ. Как уже 
было описано выше, скелетные изоформы ТнТ, 
особенно бсТнТ, представлены в мышцах челове-
ка несколькими сплайсоформами. Для выявления 
наибольшего количества форм белка предпочти-
тельнее использовать антитела, специфичные к 
участкам, кодируемым экзонами  1–3 и 9–15. Для 
бсТнТ следует избегать использования антител, 
взаимодействующих с N-концевыми а.о.  11–38, а 
также с С-концевым участком 232–244  а.о., кото-
рый может отличаться у разных сплайсоформ 
(нумерация а.о. указана для последовательности 
P45378-3). В случае мсТнТ следует избегать ис-
пользования антител, распознающих а.о.  25–35 и 
205–220 (нумерация указана для самой длинной 
сплайсоформы P13805-1), которые имеют отличия 
в разных сплайсоформах.

Фосфорилирование ТнИ и ТнТ. Фосфорили-
рование меняет заряд белка и может оказывать 
значительное влияние на взаимодействие анти-
тел и антигена.

Фосфорилирование ТнИ. Показано, что 
бсТнИ кролика может быть фосфорилирован 
in  vitro киназой фосфорилазы, 3′5′-cAMP-зависи-
мой протеинкиназой, Са2+-фосфолипид-зависи-
мой протеинкиназой, а бсТнИ человека  – AMP-
активируемой протеинкиназой (AMPK)  [130–134]. 
Были определены остатки, которые подвергаются 
фосфорилированию: Thr12 и Ser118 для бсТнИ 
кролика и Ser118 для белка человека  [131, 132, 
134]. Так как в последовательности бсТнИ чело-

века так же, как и в бсТнИ кролика, присутствует 
остаток Thr12, не исключена возможность фос-
форилирования белка человека и по данному 
остатку. Также было показано, что фосфорилиро-
вание in  vitro ингибируется при взаимодействии 
с ТнС, что согласуется с данными по структу-
ре тропонинового комплекса: оба выявленных 
остатка расположены в участках взаимодей-
ствия с ТнС  [46,  130]. Фосфорилирование мсТнИ 
in  vitro не было описано, однако последователь-
ность мсТнИ включает один а.о., гомологичный 
сайту фосфорилирования бсТнИ: Ser118 (мсТнИ)  
(рис.  1).

Было показано, что изолированный из ске-
летных мышц кролика бсТнИ присутствует в 
частично фосфорилированной форме, причём 
степень фосфорилирования может зависеть от 
метода выделения белка  [130, 131, 135]. Методом 
масс-спектрометрии в экстракте мышц человека 
(vastus lateralis и tibialis anterior) и экстракте 
мышц крысы (7  видов мышц) бсТнИ был детек-
тирован в нефосфорилированном виде, при этом 
мсТнИ присутствовал как в фосфорилированной, 
так и в нефосфорилированной формах  [78,  80]. 
Методом масс-спектрометрии экстракта мышц 
макак-резусов фосфорилированных форм скелет-
ных ТнИ обнаружено не было [79]. Учитывая при-
ведённые выше данные, можно предположить, 
что доля фосфорилированных форм скелетных 
изоформ ТнИ в крови будет незначительной, и, 
следовательно, данная модификация не окажет 
значительного влияния на распознавание анти-
гена при помощи антител.

Фосфорилирование ТнТ. In  vitro было пока-
зано, что бсТнТ, выделенный из скелетных мышц 
кролика, является субстратом для различных ки-
наз: киназы фосфорилазы, 3′5′-cAMP-зависимой 
протеинкиназы, казеинкиназы  2, Са2+-фосфоли-
пид-зависимой протеинкиназы  [59, 130, 132, 133, 
136–140]. Для бсТнТ кролика были выявлены три 
участка фосфорилирования: Ser2, Ser152 и Ser159 
(они указаны для P45372-3 Uniprot). Ser2 также 
присутствует в бсТнТ человека, а Ser152 и Ser159 
входят в состав последовательности Ala-Leu-Ser-
SerP-Met-Gly-Ala-Asn-Tyr-Ser-SerP-Tyr, которая у 
бсТнТ человека полностью соответствует белку 
кролика. Исходя из этого, можно предположить 
возможность фосфорилирования по данным 
остаткам и для бсТнТ человека  [132].

In  vivo было показано, что выделенный из 
скелетных мышц кролика бсТнТ присутствует в 
фосфорилированной форме  [130,  132]. Более того, 
такой белок фосфорилирован лишь по одному 
из трёх сайтов, выявленных in  vitro: Ser2. Эти 
результаты согласуются с данными масс-спектро-
метрии белков, экстрагированных из мышечной 
ткани человека и различных видов животных.  
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Для бсТнТ человека, крысы, макаки-резуса, вы- 
деленных из нескольких типов мышц, иден- 
тифицировали нефосфорилированные и моно-
фосфорилированные формы (различных сплайсо-
форм) бсТнТ [78–80], при этом Ser2 был единст- 
венным сайтом фосфорилирования, определён-
ным in  vivo.

Данные по фосфорилированию мсТнТ in  vitro 
отсутствуют. Однако в составе мсТнТ есть остаток 
Ser2, гомологичный Ser2 в составе бсТнТ и сТнТ, 
для которых показано фосфорилирование как 
in  vitro, так и in  vivo  [141,  142]. Высокая вероят-
ность фосфорилирования Ser2 мсТнТ в мышечной 
ткани человека подтверждена методом масс-спек-
трометрии [80]. Аналогичным методом обнаружи-
ли, что в скелетных мышцах человека и крысы 
мсТнТ представлен в преимущественно фосфори-
лированной форме, а в мышцах макаки-резуса  – 
в фосфорилированной и нефосфорилированной 
формах  [78–80].

Таким образом, можно предположить, что 
бсТнТ и мсТнТ попадают в кровоток в частично 
фосфорилированной форме. Однако в связи с тем, 
что сайт фосфорилирования расположен в N-кон-
цевой части молекул, он, вероятно, не будет ока-
зывать значительного влияния на распознавание 
скелетных изоформ ТнТ антителами.

Глутатионилирование ТнИ. Lamb et  al. пока-
зали на выделенных мышечных волокнах крысы 
и человека, что бсТнИ, но не мсТнИ, может под-
вергаться глутатионилированию  [143–145]. Дан-
ная модификация затрагивает один из остатков 
цистеина  – Сys134. Это согласуется с результата-
ми масс-спектрометрических исследований: для 
скелетной мускулатуры макаки-резуса и крысы 
было показано наличие двух протеоформ бсТнИ: 
с глутатионом и без, что подтверждает наличие 
базового уровня глутатионилирования именно 
для бсТнИ  [78,  79].

Протеолиз ТнИ и ТнТ. сТнИ может подвер-
гаться N- и С-концевому протеолизу: как в некро-
тической ткани сердца, так и в крови детекти-
руются различные протеолизированные формы 
сТнИ  [146,  147]. Было обнаружено, что сТнИ мо-
жет быть субстратом для ряда протеаз: металло-
протеиназы-2, кальпаина  1 (µ-кальпаина) и каль-
паина  2 (m-кальпаина)  [148–151]. Исследования 
протеолиза сТнИ в крови больных с инфарктом 
миокарда показали наличие до 11 протеолити-
ческих фрагментов различной длины  [147,  152]. 
Ввиду высокой гомологии возможен протео-
лиз и скелетных изоформ ТнИ. Протеолизиро-
ванные бсТнИ и мсТнИ и их фрагменты были 
идентифицированы в крови больных, при этом 
было показано, что при разных типах поврежде- 
ний/заболеваний количество этих фрагментов в 
крови варьирует  [118]. На основании получен- 

ных результатов авторы предполагают, что про-
теолиз происходит непосредственно в ткани, а 
в кровоток белки высвобождаются уже в про-
теолизированной форме. Однако необходимы 
дальнейшие исследования протеолиза скелет-
ных изоформ ТнИ и локализации участков моле-
кулы, в которых происходит расщепление моле- 
кул белка.

сТнТ также подвержен протеолитическому 
расщеплению. В апоптотических кардиомиоцитах 
было показано щепление сТнТ по N-концу под 
действием каспазы-3 с формированием фрагмен-
та размером 25  кДа  [153]. Ограниченный N-кон-
цевой протеолиз сТнТ под воздействием каль-
паина  1 (µ-кальпаина) также наблюдали в ходе 
ишемии-реперфузии миокарда  [148,  154]. В крови 
больных с инфарктом миокарда обнаружены как 
минимум 23  фрагмента сТнТ различной длины, 
и несколько участков протеолиза выявлены в 
N-концевой, центральной и C-концевой частях 
молекулы  [155]. Для скелетных изоформ ТнТ по-
добные исследования ещё не были опубликованы. 
Для бсТнТ есть только данные по протеолитиче-
скому щеплению в мышце после сильной физи-
ческой нагрузки  [156]. Необходимо дальнейшее 
изучение форм скелетных изоформ ТнТ, присут-
ствующих в кровотоке, и определение сайтов про- 
теолиза.

Экранирование эпитопов в составе тропо-
нинового комплекса. сТнИ и сТнТ присутствуют 
в крови больных c инфарктом миокарда в составе 
тройного тропонинового комплекса (ТнИ–ТнТ–
ТнС), двойного тропонинового комплекса (ТнИ–
ТнС) и протеолитических фрагментов ТнТ  [152, 
157,  158]. Несмотря на то что пока не получено 
экспериментальных данных о том, в каком виде 
скелетные тропонины высвобождаются в крово-
ток, можно предположить, что они будут при-
сутствовать в крови в том числе в виде комплек-
сов. Для иммунохимической детекции важно 
использовать такие антитела, которые распо-
знают эпитопы, доступные для взаимодействия 
с антителами в составе всех представленных в 
крови форм белков. При формировании трой-
ного комплекса С-концевые области скелетных 
ТнТ, ограниченные примерно 197–241  а.о. для 
бсТнТ и 202–261 для мсТнТ, могут быть экрани-
рованы ТнИ и ТнС. В случае скелетных изоформ 
ТнИ молекулами ТнТ и ТнС для взаимодействия 
с антителами может быть блокирована значи-
тельная часть последовательности белка: обла-
сти, ограниченные примерно 2–40, 50–106, 116–
131  а.о. для бсТнИ и 2–40, 51–107, 117–132  а.о. для 
мсТнИ. Таким образом, доступными для антител 
остаются небольшие участки аминокислотных по-
следовательностей в центральных и С-концевых 
частях молекул ТнИ. Альтернативным подходом, 
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позволяющим использовать антитела, специфич-
ные к  заблокированным в комплексе участкам 
молекул ТнИ и ТнТ, является разрушение тропо- 
ниновых комплексов, присутствующих в образце, 
под воздействием ЭДТА  [115, 116, 157].

Связывание аутоантител. Одним из факто-
ров, оказывающих влияние на иммунохимиче-
скую детекцию сердечных тропонинов, является 
наличие аутоантител, которые взаимодействуют 
с анализируемым белком в крови. Они могут 
интерферировать с антителами иммунохимиче-
ских тест-систем и приводить к возникновению 
ложноотрицательных результатов. Показано, 
что примерно у 10% здоровых людей в крови 
присутствуют аутоантитела к сТнИ  [159]. Также 
было выявлено, что такие аутоантитела обычно 
специфичны к конформационным эпитопам, 
которые формируются при связывании ТнИ и 
ТнТ  [160]. Исследований о наличии аутоанти-
тел к скелетным изоформам ТнИ нет, однако, 
учитывая высокую степень гомологии, можно 
предположить, что подобные иммуноглобулины 
также могут присутствовать в крови некоторых  
больных.

Учитывая все описанные выше данные, 
можно заключить, что антитела, специфичные 
к С-концевым участкам ТнИ, могут демонстри-
ровать перекрёстное взаимодействие с другими 
изоформами ТнИ, в то время как центральные 
участки молекул могут быть экранированы ТнС и 
ТнТ. Влияние посттрансляционных модификаций, 
таких как фосфорилирование и глутатионилиро-
вание, можно считать незначительным, в то вре-
мя как роль и степень протеолиза, а также влия-
ния аутоантител требует дальнейшего изучения. 
Таким образом, наиболее перспективными сай-
тами для иммунохимической детекции скелет-
ных изоформ ТнИ представляются центральные 
части молекулы, особенно те участки, которые 
не экранированы другими компонентами тро- 
понинового комплекса.

В случае ТнТ N-концевая (11–38 а.о. для бсТнТ 
и 25–35  а.о. для мсТнТ) и С-концевая (231–244  а.о. 
для бсТнТ и 205–220  а.о. для мсТнТ) части моле-
кулы подвергаются альтернативному сплайсин-
гу, С-концевые части (а.о. ~197–241 для бсТнТ и 
мсТнТ) также могут быть экранированы ТнИ и 
ТнС. Влияние фосфорилирования можно считать 
незначительным, а роль и степень N- и C-конце-
вого протеолиза требует дальнейшего изучения. 
Таким образом, наиболее перспективными для 
иммунохимического выявления можно считать 
центральные участки скелетных изоформ ТнТ.

МУТАЦИИ В СКЕЛЕТНЫХ ТРОПОНИНАХ  
КАК ИСТОЧНИКИ ПАТОЛОГИЙ  

СКЕЛЕТНОЙ МУСКУЛАТУРЫ

Тропониновый комплекс играет важную роль 
в регуляции мышечного сокращения. Мутации в 
тропонинах могут приводить к изменению струк-
туры и функциональности белка. На сегодняшний 
день выявлен ряд мутаций, ассоциированных с 
развитием таких заболеваний скелетных мышц, 
как артрогрипоз и конгенитальные миопатии.

Мутации в генах скелетных изоформ ТнИ. 
Показано, что мутации в гене TNNI2 (бсТнИ) яв-
ляются одной из причин дистального артрогри-
поза. Это наследуемое по аутосомно-доминант-
ному типу заболевание, при котором поражаются 
суставы и снижается подвижность дистальных 
отделов конечностей. Все выявленные до настоя-
щего времени мутации TNNI2 затрагивают только 
С-концевой участок молекулы: R156X (приводящая 
к экспрессии укороченной формы бсТнИ (1–156)), 
R162G, R162K, I165F, E167Х, K168E, R174Q, R174W, 
K175N, К175Х, K176Х, F178C, F178L  [161–172].

Для мсТнИ (TNNI1) в настоящий момент выяв-
лены две патогенные мутации  [170,  173]. Одна из 
них, K175Х, расположена в той же области, что и 
у бсТнИ, и приводит к образованию укороченной 
формы мсТнИ  [170]. Данная делеция ассоцииро-
вана с развитием проксимального артрогрипоза – 
также наследуемого по аутосомно-доминантному 
типу заболевания, при котором затрагиваются 
проксимальные суставы. Мутация в другой обла-
сти мсТнИ, R37C, приводит к экспрессии мсТнИ 
в  сердце до двух лет после рождения  [173] и уве-
личивает риск внезапной детской смерти.

Мутации в генах скелетных изоформ ТнТ. 
Мутации в гене TNNT3 (бсТнТ), так же как и в 
TNNI2 (бсТнИ), приводят к развитию дисталь-
ного артрогрипоза. Для TNNT3 было обнаружено 
несколько замен, затрагивающих один и тот же 
а.о.: R66C, R66H, R66S  [171, 174–177]2. Стоит также 
выделить мутацию в гене TNNT3 (бсТнТ), кото-
рая вызывает сразу два заболевания: дистальный 
артрогрипоз и немалиновую миопатию, поража-
ющую мышечные волокна быстрого типа  [178]. 
Эта мутация в интроне, приводящая к наруше-
нию сплайсинга и понижению экспрессии бсТнТ, 
сопровождается компенсаторной гипертрофией 
мышечных волокон медленного типа.

Делеции в гене TNNT1 (мсТнТ) ассоцииро-
ваны с немалиновой миопатией, наследуемой по 
аутосомно-рецессивному типу. Она проявляется 
в  раннем детстве в виде дыхательной недостаточ-

2 Стоит отметить, что при указании этой мутации авторы исследований используют последовательность 
бсТнТ, соответствующую P45378-2, которая на 3  а.о. короче используемой в этом обзоре последовательности 
P45378-3. Поэтому в статьях данная замена фигурирует как R63. 
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ности, атрофии мышечных волокон медленного 
типа и компенсаторной гипертрофии мышеч-
ных волокон быстрого типа. В конечном счёте 
немалиновая миопатия приводит к смерти в дет-
ском возрасте от дыхательной недостаточности.  
Были обнаружены делеции Е180Х (экспрессия уко-
роченной формы мсТнТ 1–179) и S108X (экспрес-
сия укороченной формы мсТнТ 1–107), делеция 
экзонов  8 и 14, а также экспрессия укороченной 
формы мсТнТ 1–203  [179–182]. Эти делеции затра-
гивают участки взаимодействия ТнТ с тропомио-
зином, а также сайты связывания с ТнИ и ТнС.

Было показано, что отсутствие участков свя-
зывания тропонинов с тропомиозином при деле-
ции E180X препятствует формированию тропо-
нинового комплекса и его встраиванию в тонкие 
филаменты  [183]. Если мРНК мсТнТ (1–179) ещё 
детектируется в мышечных волокнах, то белко-
вая молекула мсТнТ (1–179) быстро деградирует 
и уже не может быть обнаружена  [184]. Данный 
факт объясняет рецессивность мутации: при на-
личии одной правильной копии гена полнораз-
мерный мсТнТ экспрессируется и встраивается в 
тропониновый комплекс, а экспрессирующийся 
мутантный укороченный мсТнТ (1–179) не обла-
дает цитотоксичностью, так как такой вариант 
мсТнТ сразу подвергается деградации  [185].

Мутации в генах ТнС. Мутации в гене TNNC2 
(бсТнС) ассоциированы с конгенитальной миопа-
тией, наследуемой по аутосомно-доминантному 
типу. Это замены D34Y и M79Y, которые распо-
ложены в I  EF-руке и рядом со II  EF-рукой соот-
ветственно. Они влияют на связывание с Са2+ и 
регуляторным доменом ТнИ, поэтому при нали-
чии данных мутаций происходит снижение чув-
ствительности мышцы к Ca2+  [186,  187].

В связи с тем, что мс/сТнС экспрессиру-
ется не только в медленной скелетной, но и в 
сердечной мускулатуре, ряд мутаций в TNNC1 
(мс/сТнС), включая A8V, L29Q, A31S, C84Y, E134D, 
D145E, Q122AfsX30 (мутация со сдвигом рамки 
считывания), ассоциирован с кардиомиопатиями 
и сердечной дисфункцией  [188–191]. У некоторых 
больных с кардиомиопатиями, вызванными дан-
ными заменами, также наблюдались патологии 
скелетной мускулатуры, однако исследований, по-
свящённых тому, какие именно мутации и каким 
образом влияют на скелетную мускулатуру, пока 
недостаточно  [187,  192]. В экспериментах in  vitro 
было показано, что все вышеперечисленные за-
мены, за исключением С84Y, не оказывают влия-
ния на фенотип и функционирование мышечных 
волокон медленного типа. С84Y, в свою очередь, 
повышает чувствительность к Са2+ так же, как 
и в сердечных волокнах. Описанные различия 
во влиянии мутации на медленные и сердечные 
мышечные волокна могут быть обусловлены тем, 

что в составе медленных мышечных волокон мс/
сТнС образует комплекс с другими, медленными 
скелетными изоформами ТнТ и ТнИ, а не сердеч-
ными белками  [193].

ТРОПОНИНЫ КАК МИШЕНИ  
ДЛЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ

Помимо источника патологий, скелетные 
тропонины могут выступать и в роли мишеней 
для лекарств, применяемых при лечении забо-
леваний скелетной мускулатуры. К такого рода 
заболеваниям относят периферические моторные 
нейропатии  – боковой амиотрофический склероз 
(БАС), спинальную мышечную атрофию, заболе-
вание Шарко–Мари–Тута  – в ходе которых повре-
ждаются моторные нейроны и нарушается пере-
дача нервных импульсов, и миастению гравис, 
при которой разрушаются нервно-мышечные си-
напсы. Нарушение иннервации скелетных мышц 
в конечном счёте приводит к мышечной слабо-
сти, инвалидности и высокой смертности. Одним 
из вероятных терапевтических подходов может 
быть увеличение чувствительности мышечных 
волокон к Ca2+ таким образом, чтобы достаточ-
ная активация достигалась даже при меньших 
концентрациях Ca2+. Молекула из группы пер-
вых активаторов быстрого скелетного тропонина, 
CK-2017357 (тирасемтив), избирательно взаимо-
действует с быстрым скелетным тропониновым 
комплексом: связывание происходит в гидрофоб-
ном кармане, образованном N-концевым доме-
ном бсТнС и регуляторным доменом бсТнИ  [194]. 
Показано, что связывание тирасемтива увеличи-
вает степень сродства низкоаффинных сайтов 
связывания бсТнС к Ca2+, тем самым повышая 
чувствительность мышцы к Ca2+  [195]. Тирасем-
тив проявил себя многообещающе у больных с 
БАС, больных с миастенией гравис, и исследова-
ния даже дошли до третьей фазы клинических 
испытаний, однако были приостановлены в свя-
зи с выявлением побочных эффектов  [196–202].  
Сейчас разрабатывают и другие лекарственные 
средства из группы активаторов быстрого ске-
летного тропонина: СК-2127107, СК-2066260 и рел-
десемтив  [203–206]. Наиболее успешно проявил 
себя релдесемтив  – молекула второго поколения, 
полученная путём химической оптимизации ти-
расемтива и обладающая схожим механизмом 
действия [207, 208]. Релдесемтив дошёл до второй 
фазы клинических испытаний при терапии спи-
нальной мышечной атрофии и до третьей  – при 
терапии БАС, однако испытания на пациентах 
с БАС были прекращены в связи с отсутствием 
терапевтического эффекта  [206, 209, 210]. Несмо-
тря на то что мс/сТнС экспрессируется не только 
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в  сердце, но и в мышечных волокнах медленного 
типа, исследования регуляторов чувствительно-
сти мс/сТнС к Са2+ изучались в основном в контек-
сте изучения функций сердца. Эти лекарственные 
молекулы влияют на чувствительность мышеч-
ных волокон Са2+ путём изменения аффинности 
N-концевого домена мс/сТнС к Са2+. Один из наи-
более широко изученных кальциевых сенсибили-
заторов, левосимендан, связывается с гидрофоб-
ным карманом мс/сТнС и регуляторным доменом 
сТнИ  – так же, как и тирасемтив  [211]. Лево- 
симендан (лицензирован в некоторых странах)  
и его аналоги предназначены для лечения тя
жёлой хронической сердечной недостаточности.

В отличие от вышеперечисленных лекарствен-
ных молекул, ингибитор тропонина W7 уменьша-
ет чувствительность к Са2+ и может быть использо-
ван для лечения метаболических кардиомиопатий, 
вызванных длительным алкалозом, или врождён-
ных кардиомиопатий  [212,  213]. W7  также связы-
вается с гидрофобным карманом, образованным 
N-концевым доменом мс/сТнС и регуляторным 
доменом сТнИ, однако, в отличие от левосимен-
дана, он сдвигает регуляторный домен сТнИ от 
его сайта связывания с мс/сТнС, тем самым сни- 
жая чувствительность мышцы к Са2+  [213,  214].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Патологии скелетной мускулатуры оказы-
вают негативное влияние на функционирование 
всего организма. Они могут быть вызваны меха-
ническими повреждениями мышц, миопатиями 
и другими заболеваниями, сопровождающимися 
мышечной атрофией, а также рабдомиолизом. 
Определение концентрации белков-маркеров, ко-
торые высвобождаются в кровоток при повреж-
дении мышечных волокон, является удобным 
методом диагностики и мониторинга таких па-
тологий. Скелетные тропонины  – потенциальные 

маркеры дисфункции скелетных мышц, вклю-
чая различные миопатии, травмы, повреждения, 
вызванные интенсивной физической нагрузкой, 
а также могут служить для оценки степени тяже-
сти мышечных дистрофий и определения миоток-
сичности лекарств.

Структура и свойства тропонинов могут ока-
зывать влияние на их детекцию в крови человека 
с использованием антител. К основным факто-
рам, способным воздействовать на иммунохими-
ческую детекцию данных белков в клинических 
образцах, можно отнести сходство аминокислот-
ных последовательностей скелетных и сердечной 
изоформ ТнИ и ТнТ, альтернативный сплайсинг 
ТнТ, посттрансляционные модификации (фосфо-
рилирование и глутатионилирование), протеолиз, 
экранирование эпитопов на поверхности ТнИ и 
ТнТ в составе тропонинового комплекса, а также 
связывание аутоантител. В связи с этим необхо-
дим тщательный отбор моноклональных антител 
для разработки иммунных анализов для достовер-
ного количественного измерения уровней скелет-
ных тропонинов.

Определённые мутации в скелетных тропо-
нинах связаны с развитием артрогрипоза и кон-
генитальных миопатий. Кроме того, данные бел-
ки могут быть использованы в качестве мишеней 
для лечения таких заболеваний, как моторные 
нейропатии и миастения гравис.
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Принимая во внимание участие РНК-связывающих белков в регуляции активности поли(ADP-
рибоза)-полимеразы  1 (PARP1), ключевого фактора репарации ДНК, было проведено исследова-
ние влияния внутренне неупорядоченного белка Sam68 на каталитическую активность этого 
фермента. Для проведения исследования была получена плазмидная конструкция, содержащая 
в своем составе кодирующую последовательность белка Sam68, проведена оптимизация условий 
экспрессии Sam68 в клетках Escherichia coli, отработана методика его выделения и подобраны 
условия для рефолдинга этого белка из телец включения. Наши исследования в реконструиро-
ванной системе показали, что Sam68 способен регулировать каталитическую активность PARP1, 
стимулируя ее авто-поли(ADP-рибозил)ирование. Определено сродство Sam68 к поврежденной 
ДНК и очищенной поли(ADP-рибозе) (PAR). На основании полученных экспериментальных дан-
ных была предложена гипотеза, объясняющая механизм стимуляции активности PARP1 белком 
Sam68. Согласно этой гипотезе, Sam68 взаимодействует с PAR, ковалентно присоединенной к 
PARP1, экранирует отрицательный заряд PAR и тем самым увеличивает время жизни актив-
ного комплекса авто-поли(ADP-рибозил)ированной PARP1 с поврежденной ДНК. Это приводит 
к возрастанию уровня PAR, синтезируемой этим ферментом.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: репарация ДНК, PARP1, РНК-связывающие белки, Sam68, поли(ADP-рибо
зил)ирование.

DOI: 10.31857/S0320972524120023 EDN: IFXQEC

Принятые сокращения: ТМАО – триметиламиноксид; PAR – поли(ADP-рибоза); PAR-илирование – поли(ADP-
рибозил)ирование; PARP1 – поли(ADP-рибоза)-полимераза 1; Sam68 – РНК-связывающий белок 1, содержащий 
домен  KH и ассоциированный с сигнальной трансдукцией; YB-1  – Y-бокс-связывающий белок  1.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Поддержание стабильности генетической ин-
формации живых организмов во многом обуслов-
лено эффективностью функционирования систем 
репарации ДНК  [1]. Одной из немедленных реак-
ций в клетке в ответ на генотоксический стресс, 
приводящий к повреждению ДНК, является син-
тез поли(ADP-рибозы)  (PAR) в ядре  [2].  Данная 
реакция катализируется поли(ADP-рибоза)-поли-
меразами (PARP1 и PARP2), использующими в 
качестве субстрата никотинамидадениндинук-
леотид (NAD+). Полимер PAR ковалентно присо-
единяется к белкам, в том числе к PARP1, PARP2 
и гистонам  [3]. Такая модификация играет важ-
ную роль в структурной организации хроматина  

и в регуляции функциональной активности бел-
ков, участвующих в репарации ДНК и других 
процессах. Поли(ADP-рибозил)ирование (PAR-или-
рование) приводит к эффективной диссоциации 
PAR-илированных белков из их комплексов с ДНК 
в хроматине. Кроме того, синтез PAR можно рас-
сматривать как сигнал, привлекающий белки-
партнеры к месту повреждения ДНК. PARP1 явля-
ется наиболее изученным ферментом семейства 
поли(ADP-рибоза)-полимераз. PARP1 синтезирует 
до 90% всей клеточной поли(ADP-рибозы) в от-
вет на повреждение ДНК и считается одним из 
ключевых регуляторов процесса репарации ДНК, 
а  также других процессов, определяющих ста-
бильность генома  [4]. Изучение белков, участву-
ющих в модуляции активности PARP1, является 
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важным направлением молекулярной биологии, 
поскольку установление детального механизма 
регуляции активности поли(ADP-рибоза)-полиме-
раз и процессов репарации ДНК является важным 
для понимания причин развития онкологических 
и нейродегенеративных заболеваний  [5].

В настоящее время РНК-связывающие белки 
рассматриваются как участники процессов под-
держания стабильности генома. Было показано, 
что многие РНК-связывающие белки могут быть 
PAR-илированы или взаимодействовать с PAR в 
условиях генотоксического стресса  [6]. Ключе-
вую роль в распознавании PAR играют внутрен-
не неупорядоченные области (IDR; Intrinsically 
Disordered Region) РНК-связывающих белков, 
содержащие в своем составе повторы аргинина/
серина (R/S-box), аргинина/глицина (RGG-box), 
а также участки, богатые остатками аргинина/
лизина (R/K-богатые домены), глицина (G-бога-
тые домены), глутамина/глицина/серина/тирози-
на (QGSY-богатые домены)  [7]. В  системе in  vitro 
было показано, что многие РНК-связывающие 
белки, содержащие неупорядоченные области, 
склонны к самоассоциации и агрегации. Экспе-
рименты с использованием культур клеток по-
казали, что локализация отдельных РНК-связы-
вающих белков в сайтах геномных повреждений 
индуцируется синтезом PAR  [8]. Высокая локаль-
ная концентрация РНК-связывающих белков в ме-
стах повреждения ДНК приводит к организации 
немембранных компартментов. Предполагается, 
что компартментализация поврежденной ДНК 
способствует привлечению ферментов репарации 
к месту повреждения и более эффективному про-
теканию процесса репарации  [9]. В  большинстве 
современных работ описывается компартмен-
тализация процесса репарации ДНК с участием 
РНК-связывающих белков, индуцируемая синте-
зом  PAR в месте повреждения ДНК  [10]. Кроме 
того, РНК-связывающие белки способны регу-
лировать активность PARP1, как это было уста-
новлено для Y-бокс-связывающего белка  1 (YB-1). 
Было обнаружено, что YB-1 способен регулировать 
активность PARP1 посредством формирования 
тройного комплекса YB-1•PARP1•ДНК или через 
взаимодействие YB-1 с авто-PAR-илированной 
формой PARP1. Выступая в качестве эффектив-
ного акцептора в реакции PAR-илирования, YB-1 
повышает число оборотов реакции, катализируе-
мой PARP1, и увеличивает общий выход реакции 
PAR-илирования. Неструктурированный C-конце-
вой домен YB-1 определяет сродство YB-1 к по-
врежденной ДНК и  PAR и  играет ключевую роль 
в регуляции активности PARP1  [11–14]. Механиз-
мы стимуляции  PARP1, обнаруженные для YB-1, 
могут иметь место и в случае других РНК-связы
вающих белков, для которых уже установлена воз

можность их PAR-илирования и/или взаимодейст- 
вия с  PAR.

В недавних исследованиях было показано, что 
внутренне неупорядоченный РНК-связывающий 
белок Sam68, содержащий домен KH и ассоцииро-
ванный с сигнальной трансдукцией (Src-associ
ated substrate during mitosis of 68  kDa) способен 
регулировать синтез PAR ферментом PARP1, моду-
лируя уровень синтеза этого полимера как в си-
стеме in vitro, так и в системе ex  vivo [15]. Было по-
казано, что в клетках, нокаутных по гену  Sam68, 
наблюдался более низкий уровень синтеза PAR 
после повреждения клеток γ-облучением  [15]. 
Масс-спектрометрическими методами Sam68 был 
идентифицирован как мишень PAR-илирования 
в клетке  [16]. Однако, несмотря на то что для 
Sam68 была показана важная роль в регуляции 
активности PARP1 при генотоксическом стрессе, 
детальный механизм влияния Sam68 на синтез 
PAR не  был установлен.

В данной работе был сконструирован вектор 
для наработки белка Sam68 в системе экспрессии 
Escherichia coli. С  использованием полученной 
плазмидной конструкции была проведена нара-
ботка рекомбинантного Sam68 в препаративных 
количествах и подобраны оптимальные концен-
трации хаотропных агентов (мочевины) и осмо-
литов (аргинина) для повышения растворимости 
этого белка в водных растворах. В системе in vitro 
впервые показано, что Sam68 является мишенью 
PAR-илирования и стимулирует автомодифика-
цию PARP1. Впервые оценена эффективность ком-
плексообразования Sam68 с поврежденной ДНК и 
PAR и предложен механизм стимуляции актив-
ности PARP1 РНК-связывающим белком  Sam68.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы следующие 
материалы и реактивы: N,N′-метиленбисакрил-
амид, трис(гидроксиметил)аминометан  (Tris) 
(«Amresco», США); акриламид, бисакриламид 
(«AppliChem», Германия); мочевина, персульфат 
аммония (ПСА) («PanReac», Испания); додецилсуль-
фат натрия (Ds-Na) («Fluka», Швейцария); смесь 
фенол/хлороформ/изоамиловый спирт (25/24/1), 
никотинамидадениндинуклеотид (NAD+), среда 
LB  Broth («Sigma-Aldrich», США); наборы для про-
ведения ПЦР («Биолабмикс», Россия); эндонуклеа-
зы рестрикции KpnI, SalI, SfoI («Сибэнзим», Рос-
сия); клетки E.  coli штаммов BL21(DE3), BL21(DE3)
GeneX, BL21(DE3)pLysS, Rosetta(DE3), Rosetta(DE3)
pLysS («Merck», США); ДНКаза  I («New England 
Biolabs», США); [α32P]ATP с удельной активностью 
1000  Ки/ммоль (Лаборатория биотехнологии 
ИХБФМ  СО  РАН, Россия). Остальные использован-
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Таблица  1. Последовательности олигодезоксирибо
нуклеотидов, использованных в работе

Обозначение Последовательность (5′→3′)

An1* GGAAGACCCTGACGTTTCCCAACTTT
ATCGCCF

An2 GGCGATAAAGTTGGG

An3** pAAACGTCAGGGTCTTCC

pQE30-
Sam68-KpnI

AGATCTGGTACCATGCAGCGCCGGGA
CGACCC

pQE30-
Sam68-SalI

AGATCTGTCGACATAACGTCCATATGG
GTGC

pBADM41-
Sam68-For ATGCAGCGCCGGGACGACCC

pBADM41-
Sam68-Rev ATAACGTCCATATGGGTGCTCTCTG

Примечание. *  F  – 5(6)-карбоксифлуоресцеин (FAM); 
**  p  – фосфат.

ные реактивы и компоненты буферов были отече-
ственного производства и имели квалификацию 
о.с.ч. и  ч.д.а.

В работе были использованы синтетические 
олигодезоксирибонуклеотиды  (табл.  1) производ-
ства Лаборатории медицинской химии (ИХБФМ 
СО  РАН, Россия) или «Биоссет» (Россия).

Обратная транскриптаза вируса лейкемии мы-
шей Молони (ОТ-MMLV) и ДНК-лигаза фага Т4 были 
любезно предоставлены д.б.н.  Ходыревой  С.Н. 
(ИХБФМ  СО  РАН). Плазмиды pQE30 и pBADM41 
были любезно предоставлены к.б.н.  Оскорби-
ным  И.П. (ИХБФМ  СО  РАН). Никотинамидмоно-
нуклеотид-аденилилтрансфераза (NMNAT) была 
любезно предоставлена к.х.н.  С.И.  Шрамм (Инсти-
тут молекулярной генетики РАН).

Секвенирование плазмидных ДНК по мето-
ду Сэнгера проводили в ЦКП Геномика ИХБФМ 
СО  РАН, Россия.

Получение ДНК-субстратов. ДНК-дуплекс 
(FAM-Nick) получали гибридизацией олигонук-
леотида An1, содержащего остаток 5(6)-карбокси-
флуоресцеин (FAM) c олигонуклеотидами An2, An3 
в молярном соотношении 1,5/1/1. Реакционную 
смесь инкубировали в течение 5  мин при 95  °С, 
а затем медленно охлаждали до комнатной тем-
пературы.

Выделение суммарной РНК из клеток 
HeLa. Культуру клеток HeLa вели на чашке диа-
метром 10  см до состояния монослоя в среде 
DMEM («Thermo Fisher Scientific», США). Полу-
ченную культуру клеток промывали 5  мл  PBS 
(«Thermo Fisher Scientific»), ресуспендировали в 
1  мл  TriZol («Thermo Fisher Scientific»), добавляли 

200  мкл  хлороформа, инкубировали 5  мин при 
комнатной температуре и центрифугировали  
15  мин (16  000  g при 4  °C). После центрифугирова-
ния отбирали верхнюю водную фазу и переоса-
ждали РНК изопропиловым спиртом. Осажденную 
РНК растворяли в 200  мкл воды и добавляли рав-
ный объем смеси фенол/хлороформ/изоамиловый 
спирт  (25/24/1). После центрифугирования отби-
рали водную фазу и переосаждали РНК этанолом.

Получение кДНК Sam68 из суммарной 
РНК клеток HeLa. Реакционную смесь объемом 
10  мкл, содержащую 4  мкг суммарной  РНК из 
клеток HeLa и 100  нмоль oligo  dT, инкубировали 
2 мин при 70  °C. Затем, к данной смеси добавляли 
буфер для обратной транскипции («Биолабмикс») 
и 1  мкл ОТ-MMLV (100  ед. активности/мкл). Реак-
цию проводили в течение 1  ч при 42  °C. Полу-
ченный препарат суммарной кДНК клеток HeLa 
был использован для наработки препаративного 
количества кДНК белка Sam68 методом ПЦР.

Получение плазмид pQE30-Sam68 и 
pBADM41-Sam68. Целевую плазмиду получа-
ли лигированием в 10  мкл смеси, содержащей 
5  ед.  акт. ДНК-лигазы фага  Т4 и лигазный буфер 
(50  мМ  Tris-HCl (pH  7,5), 10  мМ  MgCl2, 10  мМ  DTT, 
1  мМ  ATP), 50  нг вектора pQE30, гидролизованно-
го эндонуклеазами рестрикции KpnI и  SalI, или 
pBADM41, гидролизованного SfoI (эндонуклеазы, 
генерирующей фрагменты ДНК с тупыми кон-
цами), и 75  нг ПЦР-продукта Sam68, полученного 
с праймерами pQE30-Sam68-KpnI/pQE30-Sam68-SalI 
или pBADM41-Sam68-For/pBADM41-Sam68-Rev. 
ПЦР-продукт Sam68, полученный с праймерами 
pQE30-Sam68-KpnI/pQE30-Sam68-SalI, предвари-
тельно гидролизовали эндонуклеазами рестрик-
ции KpnI и SalI. Смесь инкубировали 30  мин при 
комнатной температуре. Методом секвенирова-
ния по Сэнгеру анализировали полученные плаз-
мидные ДНК на наличие ошибок. Проверка по-
следовательностей целевой вставки не выявила 
ошибок в нуклеотидной последовательности.

Культивирование клеток в системе автоин-
дукции по Штудиеру. В питательную среду, содер-
жащую 1%  триптона, 0,5%  дрожжевого экстракта, 
50  мМ  Na2HPO4, 50  мМ  KH2PO4, 25  мМ  (NH4)2SO4, 
2  мМ  MgSO4, 0,5%  глицерина, 0,05%  глюкозы, 
0,2%  лактозы и селектирующий антибиотик, 
добавляли трансформированные плазмидой 
pQE30-Sam68 клетки E.  coli BL21(DE3), BL21(DE3)
GeneX, BL21(DE3)pLysS, Rosetta(DE3), Rosetta(DE3)
pLysS с последующим наращиванием (18  ч, 37  °C) 
при перемешивании (200  об./мин) до стационар-
ной плотности клеточной культуры  [17].

Вестерн-блот анализ. Анализируемые образ
цы, полученные после лизиса клеток E.  coli 
BL21(DE3), BL21(DE3)GeneX, BL21(DE3)pLysS, 
Rosetta(DE3), Rosetta(DE3)pLysS, в буфере Laemmli,  
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содержащем 50  мМ  Tris-HCl (pH  6,8), 100  мМ 
2-меркаптоэтанола, 1%  Ds-Na, 10%  глицерина, 
0,01%  бромфенолового синего, разделяли с помо-
щью электрофореза в 10%-ном Ds-Na-ПААГ и 
переносили на нитроцеллюлозную мембрану 
(«Bio-Rad», США) в системе TurboBlot («Thermo 
Fisher Scientific») в течение 20  мин при силе тока 
1,3  мА/см2 геля и напряжении 25  В. После этого 
нитроцеллюлозную мембрану выдерживали в 
5%-ном обезжиренном сухом молоке, раство-
ренном в буфере  TBS, содержащем 50  мМ  Tris-
HCl (pH  7,6), 150  мМ  NaCl, в течение 1  ч и затем 
инкубировали в течение ночи при 4  °С со спе-
цифичными антителами против гексагистиди-
новой  (His6) последовательности («Abcam», США),  
разбавленными до титра 1  :  1000 в буфере  TBS. 
Мембрану отмывали 3 раза по 5 мин буфером TBST, 
содержащим 50  мМ  Tris-HCl (pH  7,6), 150  мМ  NaCl, 
0,1%  (v/v) Tween  20, и инкубировали в течение 
1  ч при комнатной температуре с конъюгатами 
антител против IgG  мыши с пероксидазой хре-
на («Abcam») (разбавленными в TBS до титра 
1  :  50  000). Мембрану отмывали 3  раза по 5  мин 
буфером  TBST, затем  – 3  раза по 5  мин в буфе-
ре  TBS и инкубировали с хемолюминесцентным 
субстратом пероксидазы хрена SuperSignal West 
Pico Substrate («Thermo Fisher Scientific»). Положе
ние анализируемых полос определяли экспози-
цией нитроцеллюлозной мембраны с использова-
нием системы гель-документирования Amersham 
Imager  600 («GE»,  США).

Выделение белка Sam68. Клетки E.  coli, транс-
формированные плазмидой pQE30-Sam68, ресус-
пендировали в 50  мл буферного раствора, содер-
жащего 20  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 10%  глицерина, 
7  мМ  2-меркаптоэтанола, 1  мМ  PMSF, 1  мМ  бенза
мидина. После инкубации на льду в течение 
20  мин к смеси добавляли 50  мл буферного рас-
твора для лизиса клеток, содержащего 20  мМ  Tris-
HCl (pH  8,0), 2  М  NaCl, 2%  NP-40, 10%  глицерина, 
7  мМ  2-меркаптоэтанола. Полученную суспензию 
обрабатывали в ультразвуковом дезинтеграторе 
(«Bandelin», Германия) при 40  кГц в течение 30  мин 
с циклом работы: пауза  – 45  с; обработка  – 15  с,  
с  охлаждением до  4  °C. Полученный лизат цен-
трифугировали 30  мин при 30  000  g и  4  °C («Beck
man Coulter Inc.», США). Осадок ресуспендировали  
в 50  мл  буфера, содержащего 20  мМ  Tris-HCl 
(pH  8,0), 1  М  мочевины, 0,2  М  NaCl, 10%  глицерина, 
0,1%  NP-40, 7  мМ  2-меркаптоэтанола, и инкубиро-
вали в течение 1  ч при 4  °C при постоянном пе-
ремешивании. После инкубации полученный рас-
твор центрифугировали (30  мин, 30  000  g при 4  °C). 
Осадок растворяли в 50  мл буфера, содержащего 
20  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 8  М  мочевины, 0,2  М  NaCl, 
10%  глицерина, 0,1%  NP-40, 7  мМ  2-меркаптоэта-
нола, добавляли протамин сульфат до конечной 

концентрации 1  г/литр и инкубировали в течение 
30  мин при 4  °C при постоянном перемешивании. 
Полученный раствор центрифугировали (30  мин, 
30  000  g при  4  °C). Супернатант наносили на ко-
лонку (1  мл), содержащую в качестве сорбента 
Ni-NTA («Bio toolomics», Великобритания).

Колонку уравновешивали буфером  А, содер-
жащим 20  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 8  М  мочевины, 
0,2  М  NaCl, 10%  глицерина, 0,1%  NP-40, 2  мМ  2-мер-
каптоэтанола, 20  мМ  имидазола. Элюцию белка 
проводили градиентом 20–500  мМ имидазола в 
буфере  А. Полученные фракции анализировали 
с помощью электрофореза в 10%-ном Ds-Na-ПААГ.

Фракции целевого белка, содержащие наи-
меньшее количество примесей, концентрировали 
с использованием фильтров Vivaspin 10K  MWCO 
(«Sartorius», Германия). Проводили частичную 
замену буфера в получившемся препарате пу-
тем разбавления белка буфером, содержащим 
50  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 8  М  мочевины, 0,5  М  NaCl, 
0,1%  NP-40, 1  мМ  ДТТ, с последующей ультрафиль-
трацией.

Полученный препарат белка Sam68 последова-
тельно диализовали против буферных растворов, 
содержащих 50  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 0,2  М  NaCl, 
0,1%  NP-40, 7  мМ  2-меркаптоэтанола, 4 или 2, 
или 1, или 0,5  М мочевины, в течение 4  ч при 4  °С 
при постоянном перемешивании.

Синтез радиоактивного NAD+ и полимера 
ADP-рибозы. Синтез [32Р]-меченого NAD+ проводи-
ли в реакционной смеси, содержащей 25  мМ  Tris-
HCl (pH  7,5), 20  мМ  MgCl2, 2  мМ  β-никотинамид-
мононуклеотида, 1  мМ  ATP, 0,5  мКи  [α-32P]ATP и 
5  мг/мл никотинамидмононуклеотид-аденилил-
трансферазы  (NMNAT), в течение 1  ч при 37  °С. 
Фермент NMNAT инактивировали в течение 
10  мин при 65  °С, денатурированный фермент 
осаждали центрифугированием (12  000  g, 10  мин 
при 4  °С). Синтез [32P]-меченой поли(ADP-рибо-
зы) ([32P]PAR) проводили в реакционной смеси, 
содержащей 50  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 40  мМ  NaCl, 
1  мМ  ДТТ, 5  мМ  MgCl2, 100  нМ  ДНК  (FAM-Nick), 
200  нМ  PARP1 и 10  мкМ  NAD+ (0,4  мкКи  [32Р]-ме
ченого NAD+). Реакционную смесь инкубировали 
в течение 30  мин при 37  °С. Далее, реакционную 
смесь обрабатывали ДНКазой  I (0,1  ед./мкл) в те
чение 10  мин при 37  °С. Реакцию щелочного гид-
ролиза PAR, ковалентно связанной с PARP1, ини-
циировали добавлением NaOH до концентрации 
0,1  М с последующей инкубацией смеси при 37  °C 
в течение 40 мин. Реакцию останавливали добав-
лением равного объема 0,1  М  HCl.

Белки удаляли фенольной экстракцией, 
используя смесь фенол/хлороформ/изоамило-
вый спирт (25/24/1), PAR осаждали добавлением 
этанола с последующей инкубацией в тече-
ние 1  ч при  −20  °C. Осадок растворяли в воде.  
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Препарат радиоактивно меченной PAR анализи-
ровали гель-электрофорезом в денатурирующем 
20%-ном ПААГ с последующей радиоавтографией. 
Концентрацию [32P]-меченого PAR оценивали по 
количеству включенной [32P]ADP-рибозы с учетом 
интенсивности сигнала и концентрации [32P]NAD+.

Анализ активности PARP1. Начальную ско-
рость синтеза PAR в реакции, катализируемой 
PARP1 в присутствии или при отсутствии Sam68, 
определяли, исходя из кинетики включения [32P]
NAD+ в синтезируемый полимер ADP-рибозы. Реак-
ционные смеси содержали 50  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 
40  мМ  NaCl, 1  мМ  ДТТ, 100  мкг/мл  БСА, 0,5  М  моче-
вины, 10  мМ  ЭДТА, 100  нМ  PARP1, 0,5–3  мкМ Sam68 
и 0,5  OD260/мл активированной ДНКазой  I ДНК ти-
муса теленка  (ДНКакт) («Sigma-Aldrich»). Реакцию 
синтеза PAR инициировали добавлением NAD+ до 
конечной концентрации 20  мкМ (0,4  мкКи [32Р]-ме-
ченого  NAD+) и проводили в течение 20  мин при 
температуре 30  °С, отбирая аликвоты через 1, 5, 10 
и 20  мин. Реакцию останавливали перенесением 
аликвот реакционной смеси на бумажный фильтр 
Whatman (1  см  ×  1  см), пропитанный 10%-ной три-
хлоруксусной кислотой (ТХУ). Неизрасходованный 
NAD+ удаляли путем промывки фильтров 3  раза 
по 5  мин в 5%-ной  ТХУ, затем  – однократно в 
90%-ном этаноле для удаления остатков  ТХУ. 
Перед определением радиоактивности образцов 
фильтры высушивали на воздухе.

Количественную оценку интенсивности син-
теза PAR определяли по суммарной радиоактив-
ности продуктов реакции радиоавтографией с по-
следующим анализом в программе Quantity One. 
На  основании полученных данных строили гра-
фик зависимости времени реакции PAR-илирова-
ния (t) от количества синтезированной поли(ADP-
рибозы) в программе Origin с использованием 
уравнений  (1)–(3):

[P] = [Pmax] × (1 − e−kt),	 (1)

V = d[P] / dt = k × [Pmax] × e−kt,	 (2)

V0 = d[P] / dt = k × [Pmax]; t = 0,	 (3)

где Pmax – максимальная концентрация продукта 
синтеза при t∞, t  – время, k  – константа скоро-
сти первого порядка. Рассчитанные кинетические 
параметры [Pmax] и  k были использованы для 
определения начальной скорости реакции (урав-
нение  (3)).

Анализ уровня модификации PARP1 и Sam68 
проводили с помощью гель-электрофореза в 
10%-ном Ds-Na-ПААГ по Laemmli  [18].

Исследование взаимодействия Sam68 с 
ДНК и PAR. Связывание белков с поврежден-
ной ДНК детектировали по изменению анизо-

тропии флуоресценции FAM-меченой ДНК (FAM-
Nick), содержащей одноцепочечный разрыв  [19]. 
Реакционные смеси, содержащие 50  мМ  Tris-HCl 
(pH  8,0), 40  мМ  NaCl, 1  мМ  ДТТ, 100  мкг/мл  БСА,  
0,5  М мочевины, 0–5  мкМ  Sam68, 100  нМ  PARP1 и 
10  нМ  ДНК  (FAM-Nick), инкубировали при комнат-
ной температуре в течение 5  мин. Измерения ин-
тенсивности флуоресценции образцов проводили 
в 384-луночном планшете («Corning», США) с ис-
пользованием микропланшетного флуориметра 
CLARIOstar («GMBLabtech GmbH», Германия). Коли-
чественную обработку экспериментальных дан-
ных выполняли в программе MARS Data analysis 
(«GMB LabtechGmbH», Германия) [19]. Зависимость 
изменения анизотропии флуоресценции от кон-
центрации белка была обработана с использова-
нием уравнения  (4):

F  =  F0  +  (F∞  −  F0)  /  [1  +  (EC50  /  C)n],	 (4)

где F0, F и F∞  – интенсивность флуоресценции 
раствора ДНК (FAM-Nick) при отсутствии белка, в 
присутствии белка в данной  (С) и насыщающей 
концентрации соответственно; EC50  – концентра-
ция белка, при которой F  −  F0  =  (F∞  −  F0)  /  2; n – ко-
эффициент Хилла.

Связывание Sam68 с PAR анализировали ме
тодом задержки в геле. Реакционные смеси, со
держащие 50  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 40  мМ  NaCl, 
1  мМ  ДТТ, 100  мкг/мл  БСА, 500  мМ  мочевины, 
10  нМ  [32P]-меченой PAR, 0–5  мкМ  Sam68, инкуби-
ровали при 37  °С в течение 5  мин. Затем в реак-
ционные смеси добавляли буфер нанесения, со-
держащий 20  мМ  Tris-HCl (pH  7,5), 25%  глицерина, 
0,01%  бромфенолового синего, и проводили элек-
трофорез в неденатурирующих условиях в 5%-ном 
ПААГ при 4  °С с последующей радиоавтографией.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение рекомбинантного белка Sam68. 
Последовательность Sam68 была клонирована 
в вектор pQE30 для прокариотической системы 
экспрессии. Выбранная конструкция содержит 
в своем составе гексагистидиновую последова-
тельность (His-tag), расположенную в N-конце-
вой части относительно клонируемой белковой 
последовательности, и кодирует рекомбинант-
ный His-tag-Sam68  [20]. Для анализа уровня экс-
прессии использовали несколько штаммов E.  coli: 
BL21(DE3) (базовый штамм для наработки белка), 
BL21(DE3)GeneX (штамм со сниженной наработ-
кой фоновых белков), BL21(DE3)plysS (штамм с 
контролем экспрессии целевого гена), Rosetta(DE3) 
(штамм, содержащий плазмиду c генами некото-
рых тРНК человека), Rosetta(DE3)plysS (штамм, 
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Рис. 1. Анализ экспрессии His-tag-Sam68 в лизате различных штаммов-продуцентов методом денатурирующе-
го гель-электрофореза в 10%-ном Ds-Na-ПААГ с последующим окрашиванием Кумасси R-250  (а) или методом 
вестерн-блота  (б). Дорожки: 1  и  14  – маркер молекулярных масс («Bio-Rad», США); 2  и  3  – штамм BL21(DE3) 
до и после индукции; 4  и  5  – штамм BL21(DE3)GeneX до и после индукции; 6  и  7  – штамм BL21(DE3)pLysS 
до и после индукции; 8  и  9  – штамм Rosetta(DE3) до и после индукции; 10  и  11  – штамм Rosetta(DE3)pLysS 
до и после индукции; 12  и  13  – штамм Rosetta(DE3)GamiB до и после индукции

Рис. 2. При экспрессии в клетках E.  coli Sam68 накапливается в виде телец включения. а  – Анализ содержа-
ния His-tag-Sam68 в растворимой и нерастворимой фракциях методом денатурирующего гель-электрофореза 
в 10%-ном Ds-Na-ПААГ с последующим окрашиванием Кумасси R-250. Дорожки: 1  и  8  – маркер молекуляр-
ных масс («Bio-Rad»); 2  – растворимая фракция после центрифугирования лизированных клеток; 3  – лизат 
штамма продуцента Rosetta(DE3)pLysS; 4  – растворимая фракция в 1  М  мочевине после центрифугирования 
лизированных клеток; 5  – нерастворимая фракция; 6  – растворимая фракция в 8  М  мочевине; 7  – нераство-
римая фракция после обработки лизата клеток 8  М  мочевиной. б  – Анализ содержания белка после хрома-
тографии на колонке с Ni-NTA. Дорожки: 1  – маркер молекулярных масс; 2  – 0,1  мкг; 3  – 0,2  мкг; 4  – 0,3  мкг; 
5  – 0,4  мкг; 6  – 0,5  мкг; 7  – 1  мкг  белка, полученные после элюции с Ni-NTA

содержащий плазмиду c генами некоторых тРНК 
человека и контролем экспрессии целевого гена), 
Rosseta(DE3)GamiB (штамм, содержащий плазмиду 
c геном тиоредуктазы), и проводили подбор усло-
вий экспрессии Sam68. Экспрессия целевого белка 
в клетках была визуально обнаружена при ис-
пользовании штамма Rosetta(DE3)pLysS. Дополни-
тельно был проведен анализ присутствия белка 
Sam68 в бактериальных лизатах методом вестерн-
блот-анализа с использованием антител, специ-
фичных к последовательности His-tag  (рис.  1).

Штамм E.  coli Rosetta(DE3)pLysS и условия куль-
тивирования, оптимизированные в ходе выполне-
ния предыдущего эксперимента, были использо-
ваны для наработки препаративного количества 
биомассы и последующего выделения рекомби-
нантного белка (рис. 2). Однако данный белок при 
экспрессии накапливался в клетках в форме телец 
включения. Включение в состав белка аффинных 
меток, таких как глутатион S-трансфераза  (GST), 
мальтоза-связывающий белок  (MBP) или малый 

убиквитин-подобный белок  (SUMO), часто способ-
ствует повышению растворимости рекомбинант-
ных белков в водных растворах  [20]. Поэтому 
последовательность гена Sam68 клонировали в 
вектор pBADM, кодирующий GST-Sam68. Согласно 
анализу количества белка GST-Sam68, содержаще-
гося в растворимой и нерастворимой фракциях 
после лизиса клеток Rosetta(DE3)pLysS  (рис.  П1 
в  Приложении), основная масса белка GST-Sam68, 
так же как и в случае с His-tag-Sam68, находилась 
в тельцах включения. Поэтому для дальнейшего 
исследования был выбран  His-tag-Sam68.

Оценка растворимости белка Sam68. Для 
изучения функциональной активности Sam68, в 
частности, его взаимодействие с PAR, ДНК или 
влияние на активность PARP1, необходимо было 
подобрать условия рефолдинга, то есть перевод 
Sam68 из нерастворимой в растворимую форму. 
В  состав белка Sam68 входит структурированный 
домен STAR и многочисленные неструктурирован-
ные области, состоящие из повторяющихся моти-
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Рис. 3. Анализ растворимости Sam68 в мочеви-
не методом денатурирующего гель-электрофореза 
в 10%-ном Ds-Na-ПААГ с последующим окрашива-
нием Кумасси R-250. Реакционные смеси содержа-
ли 50  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 200  мМ  NaCl, 0,1%  NP-40, 
7  мМ  2-меркаптоэтанола, 1  мкМ  Sam68 и мочевину 
в  соответствующей концентрации  (125  мМ–8  М)

вов, богатых пролином (P0–P5), аргинином/глици-
ном (ди-RGG, ди-RG и три-RG) [21], поэтому Sam68, 
как и многие РНК-связывающие белки, содержа-
щие неупорядоченные домены, склонен к агрега-
ции  [22]. Для поддержания неструктурированных 
белков в растворимом состоянии используются 
соединения, которые препятствуют агрегации бел-
ков. Эти соединения можно объединить в следую-
щие классы: хаотропные агенты (мочевина, NaI), 
космотропы (NaCl, KCl, MgSO4) и осмолиты (глице-
рин, триметиламиноксид (ТМАО), аргинин)  [23]. 
Наиболее часто использующимся реагентом для 
работы с внутренне неупорядоченными белками  
является мочевина, которая препятствует образо-
ванию межмолекулярных водородных связей  [23]. 
Была проведена оценка растворимости Sam68 в 
зависимости от концентрации мочевины в рас-
творе. Видно, что Sam68 слабо растворим в бу-
ферных растворах с концентрацией мочевины 
ниже  2  М  (рис.  3).

Другими соединениями, которые широко ис-
пользуются для ингибирования агрегации белков, 
являются аминокислота аргинин и ТМАО, отно-
сящиеся к классу осмолитов  [23]. Аргинин взаи-
модействует с ароматическими и заряженными 
аминокислотными остатками в составе неупо-
рядоченных участков белка за счет π-катионных 
взаимодействий и образования солевых мостиков 
соответственно. Взаимодействия между молекула-
ми аргинина приводят к образованию кластеров, 
которые стерически ингибируют белок-белковые 
взаимодействия  [24]. ТМАО применяется при ис-
следованиях фолдинга белков для уменьшения 
денатурирующего эффекта мочевины. ТМАО обра-
зует комплекс с мочевиной за счет гидрофобных 
взаимодействий и множественные ионные взаи-
модействия между пептидным остовом и боко-
выми аминокислотными радикалами белка, тем 
самым исключая молекулы мочевины из взаимо-
действия с белком  [25].

Оценка совместного влияния мочевины и ар-
гинина или мочевины и ТМАО на растворимость 
белка Sam68 показала, что присутствие аргинина 
в концентрации больше 100  мМ в реакционной 
смеси значительно увеличивает растворимость 
Sam68, а при концентрации аргинина 300  мМ 
практически полностью восстанавливается рас-
творимость Sam68 в водных растворах с низкой 
концентрацией мочевины  (150  мМ)  (рис.  4).

Влияние мочевины и аргинина на катали-
тическую активность PARP1. Для исследования 
влияния Sam68 на активность PARP1 необходимо 
подобрать подходящие условия реакции. В анало-
гичных работах, посвященных РНК-связывающе
му белку  FUS, реакцию PAR-илирования про-

Рис. 4. Анализ растворимости Sam68 при низкой концентрации мочевины  (150  мМ) в присутствии аргини-
на  (а) или TMAO  (б) методом денатурирующего гель-электрофореза в 10%-ном Ds-Na-ПААГ с последующим 
окрашиванием Кумасси R-250. Реакционная смесь содержала 20 мМ Tris-HCl (pH 8,0), 100 мМ NaCl, 0,1% NP-40, 
1 мМ ДТТ, 150 мМ мочевины, 1 мкМ Sam68 и аргинин/ТМАО в указанной концентрации. Анализировали рас-
творимую фракцию  (↑) и  осадок  (↓)
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Рис. 5. Влияние мочевины  (а  и  б) и аргинина  (в  и  г) на каталитическую активность PARP1. а  – Радиоавто-
граф 10%-ного Ds-Na-ПААГ, в котором проводили разделение продуктов реакции PAR-илирования в присут-
ствии мочевины. б  – Диаграмма, построенная после анализа распределения радиоактивности в геле, пред-
ставленном на панели (а). Активность PARP1 при отсутствии мочевины принята за 100%. в – Радиоавтограф 
10%-ного Ds-Na-ПААГ, в котором проводили разделение продуктов реакции PAR-илирования в присутствии 
аргинина. г  – Диаграмма, построенная после анализа распределения радиоактивности в геле, представлен-
ном на панели  (в). Активность PARP1 при отсутствии аргинина принята за  100%

водили в  присутствии 300  мМ мочевины. Такая 
концентрация мочевины обеспечивала раствори-
мость FUS в растворе и не ингибировала актив-
ность PARP1  [9,  26]. Аргинин увеличивает рас-
творимость белков в водных растворах и, кроме 
того, не является денатурирующим агентом  [27]. 
Поскольку Sam68 хорошо растворяется в вод-
ных растворах, содержащих мочевину и арги-
нин  (рис.  3  и  4), необходимо было проанализи-
ровать влияние этих соединений на активность  
PARP1  (рис.  5).

Было установлено, что последовательное 
увеличение концентрации мочевины от 250 до 
1600  мМ в реакционной смеси приводит к инги-
бированию реакции PAR-илирования. В  случае 
использования концентрации мочевины в диа-
пазоне 100–400  мМ наблюдалось незначительное 
снижение активности PARP1, тогда как при кон-
центрации мочевины выше 800  мМ активность 
PARP1 была практически полностью подавлена. 
При концентрации аргинина больше 50  мМ в ре-
акционной смеси наблюдается значительное ин-
гибирование активности PARP1, тогда как эффект 
аргинина на растворимость Sam68 наблюдался 
при концентрации больше 100  мМ. Таким обра-
зом, аргинин оказывает сильное ингибирующее 

действие на активность PARP1 в условиях поддер-
жания Sam68 в растворимом состоянии. Поэтому 
для дальнейшего изучения влияния Sam68 на 
реакцию PAR-илирования были выбраны усло-
вия проведения реакции только в присутствии 
500  мМ  мочевины. При такой концентрации мо-
чевины наблюдается лишь слабое ингибирование 
активности PARP1 при сохранении Sam68 в рас-
творимой форме  (рис.  3  и  5).

Влияние белка Sam68 на реакцию поли(ADP-
рибозил)ирования. Ранее было показано, что 
Sam68 способен регулировать синтез PAR в клетке 
в ответ на повреждение ДНК, индуцируемое лазер-
ной микрорадиацией, и способен стимулировать 
активность PARP1 in  vitro  [15]. В  данной работе 
было проведено сравнение продуктов PAR-или-
рования белков, которые накапливаются в реак-
ционной смеси при отсутствии и в присутствии 
Sam68. Влияние Sam68 на активность PARP1 было 
исследовано в кинетическом режиме реакции 
при различных соотношениях концентраций этих 
белков. Была оценена скорость реакции PAR-или-
рования в зависимости от концентрации Sam68. 
Из  рис.  6,  а видно, что в присутствии Sam68 про-
исходит повышение уровня синтеза  PAR. При от-
сутствии Sam68 реакция выходит на плато через 
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Рис. 6. Sam68 стимулирует активность PARP1. а  –  Кинетика уровня синтеза PAR в присутствии различ-
ных концентраций Sam68. Pеакцию синтеза PAR проводили с использованием [32P]NAD+ и останавли-
вали перенесением аликвот реакционной смеси на бумажный фильтр Whatman, пропитанный ТХУ.  
На  графиках приведены средние значения  ±  стандартные отклонения для трех независимых эксперимен-
тов. б – Анализ авто-PAR-илирования PARP1 и транс-PAR-илирования Sam68 методом денатурирующего гель-
электрофореза. Радиоавтограф 10%-ного Ds-Na-ПААГ, в котором проводили разделение продуктов реакции 
PAR-илирования белков

Рис. 7. Связывание PAR белком Sam68. а  – Радиоавтограф нативного 5%-ного ПААГ, в котором проводилось 
разделение комплексов Sam68•PAR. б  –  Относительный уровень связывания Sam68 с PAR, оцененный по 
данным анализа электрофореграммы, представленной на панели  (а). Сродство (EC50) Sam68 к PAR опреде-
ляли как концентрацию Sam68, при которой 50%  PAR находится в комплексе. Реакционные смеси содер-
жали 50  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 50  мМ  NaCl, 1  мМ  ДТТ, 500  мМ  мочевины, 100  мкг/мл  БСА, 10  нМ  [32P]-меченой  
PAR и Sam68 в указанных концентрациях (75  нМ–5  мкМ)

10  мин, а в присутствии Sam68 накопление PAR 
происходит и после 10  мин реакции. Кроме того, 
Sam68 подвергается PAR-илированию и стимули-
рует авто-модификацию PARP1  (рис.  6,  б). Стоит 
отметить, что при увеличении концентрации 
Sam68 не наблюдалось значительного увеличения 
транс-PAR-илирования Sam68  (рис.  6,  б). Кроме 
того, Sam68 не оказывает заметного влияния на 
начальную скорость синтеза  PAR  (табл.  2).

Таким образом, Sam68, подобно другим РНК-
связывающим белкам, таким как YB-1 и FUS,  
PAR-илируется и увеличивает суммарный выход 
синтеза  PAR.

Определение сродства Sam68 к нуклеино-
вым кислотам. Взаимодействие Sam68 с  ДНК 
или  PAR, формирующейся в процессе авто-
модификации PARP1, может играть ключевую 

роль в Sam68-зависимой регуляции активности 
PARP1  [28]. Эксперименты по анализу взаимодей-
ствия Sam68 с PAR проводили методом задержки 
в геле  (рис.  7,  а).

Согласно полученным данным, величина EC50, 
кажущаяся константа диссоциации комплекса 
Sam68•PAR, составила 300  нМ. Методом анизотро-
пии флуоресценции также была проведена оценка 
сродства Sam68 к ДНК (FAM-Nick), содержащей 
одноцепочечный разрыв, и величина EC50 для 
комплекса Sam68•ДНК составила 500  нМ  (рис.  8). 
Таким образом, Sam68 проявляет специфическое 
сродство к PAR и поврежденной  ДНК.

Таким образом, способность Sam68 стимули-
ровать активность PARP1 может зависеть от эф-
фективности его взаимодействия с поврежденной 
ДНК и/или  PAR.
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Таблица 2. Начальные скорости реакции (фмоль/мин)* синтеза PAR в присутствии различных концентраций 
Sam68

PARP1 (без Sam68) 500 нМ Sam68 1000 нМ Sam68 2000 нМ Sam68 3000 нМ Sam68

45  ±  5 60  ±  10 100  ±  15 60  ±  10 50  ±  10

Приложение. *  – Начальные скорости реакции синтеза PAR (фмоль/мин) были получены в результате обра-
ботки индивидуальных кривых  (рис.  6,  а), описываемых уравнением  (3), и представлены как средние зна-
чения  ±  стандартное отклонение для трех независимых экспериментов.

Рис. 8. Сродство Sam68 к поврежденной ДНК. Изме-
нение анизотропии флуоресценции ДНК (FAМ-Nick) 
в присутствии различных концентраций Sam68.  
Реакционные смеси содержали 50  мМ  Tris-HCl 
(pH  8,0), 50  мМ  NaCl, 1  мМ  ДТТ, 100  мкг/мл  БСА,  
500  мМ  мочевины, 10  нМ  ДНК (FAM-Nick) и Sam68 
в  указанных концентрациях

Рис. 9. Исследование комплексообразования PARP1 и 
Sam68 с ДНК (FAM-Nick) методом анизотропии флуо-
ресценции. Реакционные смеси объемом 10  мкл 
содержали 50  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 50  мМ  NaCl, 
1  мМ  ДТТ, 500  мМ  мочевины, 10  нМ  ДНК  (FAM-Nick), 
0–10  мкМ  Sam68 и  100  нМ  PARP1

Методом флуоресцентного титрования была 
изучена возможность формирования комплекса 
Sam68•PARP1 на поврежденной ДНК (FAM-Nick) 
(рис.  9).

При последовательном увеличении концен-
трации Sam68 при отсутствии PARP1 наблюда-
ется увеличение уровня анизотропии флуоресцен-

ции  (рис.  9, красная линия), что свидетельствует 
о том, что происходит формирование комплек-
са  Sam68 с поврежденной ДНК. При добавле-
нии Sam68 к предварительно сформированному 
комплексу PARP1•ДНК не наблюдалось значи-
тельного увеличения уровня анизотропии флуо-
ресценции  (рис.  9, синяя  линия), что указывает 
на то, что формирования тройного комплекса 
Sam68•PARP1•ДНК не  происходит.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время поиск ингибиторов клю-
чевых ферментов и факторов репарации ДНК 
является одним из перспективных направлений 
в создании эффективной терапии для лечения он-
кологических заболеваний. Фермент PARP1 явля-
ется ключевым регулятором процессов репарации 
ДНК в клетке. Накапливается все больше данных 
о том, что в репарацию ДНК могут быть вовлече-
ны РНК-связывающие белки, необходимые для ее 
регуляции  [8]. Sam68  – это мультифункциональ-
ный белок, участвующий во многих клеточных 
процессах, как например, транспорт мРНК из ядра 
в цитоплазму, стабилизация мРНК, альтернатив-
ный сплайсинг  [29,  30]. Sam68 является регулято-
ром экспрессии генов и взаимодействует со мно-
гими транскрипционными факторами  [29]. Кроме 
того, в недавнем исследовании [15] была описана 
роль Sam68 как возможного регулятора синтеза 
PAR в клетке. Однако, несмотря на установленную 
функцию Sam68 как кофактора PARP1, детального 
механизма влияния этого белка на реакцию PAR-
илирования не было предложено.

В данной работе был разработан простой и 
эффективный метод получения и очистки реком-
бинантного белка Sam68 из биомассы клеток 
E.  coli, что предполагает выделение Sam68 из те-
лец включения с последующей хроматографией 
на Ni-NTA.

Sam68 обладает мультидоменной организаци-
ей из N- и C-концевых неупорядоченных участков 
и центрального упорядоченного РНК-связываю-
щего домена. Благодаря своей конформационной 
лабильности неупорядоченные участки образуют 
множественные обратимые взаимодействия с 
белками-партнерами, обеспечивая вовлеченность 
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Рис. 10. Гипотетический механизм регуляции активности PARP1 белком Sam68. а  – Образование комплек-
са PARP1 с поврежденной ДНК. б  – Авто-поли(ADP-рибозил)ирование PARP1. в  – Образование комплекса 
Sam68 с  PAR, ковалентно присоединенной к PARP1. Связываясь с PAR, ковалентно присоединенной к PARP1, 
Sam68 экранирует отрицательный заряд этого полимера, стабилизируя комплекс PARP1 с поврежденной ДНК,  
и  тем самым стимулирует синтез поли(ADP-рибозы)

Sam68 практически во все клеточные процессы 
[21]. Однако вследствие такой доменной организа-
ции Sam68 склонен к агрегации в водных раство-
рах, что затрудняет изучение его биохимических 
свойств. Для изучения роли Sam68 в регуляции 
активности PARP1 в качестве соединений, кото-
рые могли бы повлиять на растворимость Sam68 
в водных растворах, были проанализированы мо-
чевина, аргинин и  ТМАО. Для дальнейшей рабо-
ты в качестве вспомогательного соединения для 
улучшения растворимости Sam68 была выбрана 
мочевина в концентрации 500  мМ. С  использова-
нием подобранных условий для растворимости 
Sam68 была изучена его роль как белка-регуля-
тора реакции PAR-илирования.

Было оценено влияние рекомбинантного 
Sam68 на каталитическую активность PARP1 при 
различных соотношениях концентраций этих бел-
ков. Впервые показано, что Sam68 является мише-
нью PAR-илирования in  vitro. Sam68 стимулирует 
активность PARP1, увеличивая суммарный уро-
вень синтеза PAR, но оказывает слабое влияние 
на начальную скорость реакции PAR-илирования. 
Возможно, что стимуляция активности PARP1 
РНК-связывающими белками происходит в трой-
ном комплексе на поврежденной ДНК или на PAR, 
как было нами показано для YB-1  [13,  14]. Несмо-
тря на то что Sam68 подробно охарактеризован 
как РНК-связывающий белок [29,  31], информация 
о взаимодействии Sam68 с ДНК или PAR в литера-
туре отсутствует. Впервые была проведена коли-
чественная оценка комплексообразования Sam68 
с поврежденной ДНК и с PAR. Методом анизотро-
пии флуоресценции было показано, что Sam68 не 
образует тройной комплекс с PARP1 на поврежден

ной ДНК (Sam68•PARP1•ДНК). Поэтому наиболее 
вероятным является предположение о том, что 
регуляция активности PARP1 осуществляется за 
счет взаимодействия Sam68 с полимером ADP-
рибозы, ковалентно присоединенным к PARP1 в 
процессе активации. Sam68, образуя комплекс с 
синтезируемым полимером ADP-рибозы, спосо-
бен стабилизировать комплекс PAR-илированной 
PARP1 с ДНК, продлевая время пребывания PARP1 
в активном состоянии и тем самым стимулируя 
синтез  PAR  (рис.  10).
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RNA-BINDING PROTEIN Sam68  
EFFECTS POLY(ADP-RIBOSE) POLYMERASE 1 ACTIVITY
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Taking into account the involvement of RNA-binding proteins in the regulation of the activity of 
poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1), a key factor of DNA repair, the effect of the intrinsically 
disordered protein Sam68 (Src-associated substrate during mitosis of 68 kDa) on the catalytic activ-
ity of this enzyme was studied. Plasmid containing the coding sequence of the Sam68 protein was 
obtained. Using the obtained construct, the conditions for Sam68 expression in Escherichia coli cells 
were optimized and a procedure for protein purification was developed. It was found that Sam68 
is able to regulate the catalytic activity of PARP1, stimulating auto-poly(ADP-ribosyl)ation of PARP1, 
interacting with damaged DNA and purified poly(ADP-ribose) (PAR). Based on the experimental data, 
a hypothesis on the mechanism of the PARP1 activity stimulation by the Sam68 protein was proposed, 
which consists in the formation of a complex of Sam68 with poly(ADP-ribosyl)ated PARP1. Sam68 
interacts with PAR, shielding its negative charge, which increases the time of PARP1 in the complex 
with damaged DNA and the overall yield of PAR synthetized by this enzyme.
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В работе дана сравнительная оценка аффинности сконструированных ДНК-аптамеров к вне-
клеточному домену рецептора эпидермального фактора роста человека  (EGFR*). Суммированы 
данные по аффинности 20  аптамеров, опубликованные ранее. Разнообразие способов селек-
ции аптамеров и методов измерения аффинности требует унификации алгоритмов сравнения.  
Это необходимо и для следующего важного этапа – конструирования аптамеров для постселек-
ционной подгонки к белку-мишени EGFR*. В данной работе сравнили аффинность ДНК-аптаме-
ров из двух семейств, U31 и U2, полученных ранее Wu et al. из одной селекции [Wu et al. (2014) 
PLoS One, 9, e90752], и их производных аптамерных конструкций GR20, U2s и Gol1, полученных 
нами рациональным дизайном. Аффинность к EGFR* измеряли двумя разными методами: рав-
новесным в растворе – поляризацией флуоресценции FAM-меченых аптамеров, и кинетическим 
на поверхности  – интерферометрией биослоёв с иммобилизованными аптамерами. В  отличие 
от значений равновесных констант, полученных титрованием аптамера белком и выражен-
ных в единицах концентрации последнего, более информативным оказался анализ профилей  
самого титрования, а также кинетики взаимодействия, которые позволили определить влия-
ние на аффинность даже субтильных изменений в аптамерах и их конструкциях. Сформу-
лированы гипотезы о соотношениях «структура–функция» и механизмах узнавания. Данные, 
полученные для набора аптамерных конструкций, критичны для перехода к изучению взаимо-
действия аптамеров с мишенями рецептора эпидермального фактора роста в составе клеток.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: аптамер, EGFR, аффинность, интерферометрия биослоёв, поляризация флуо-
ресценции.

DOI: 10.31857/S0320972524120032 EDN: IFWHNZ

Принятые сокращения: ИБС  – интерферометрия биослоёв; кКд  – кажущаяся равновесная константа дис-
социации; ПФ – поляризация флуоресценции; EGFR – рецептор эпидермального фактора роста; EGFR* – реком-
бинантный внеклеточный домен рецептора эпидермального фактора роста человека.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Целевое взаимодействие молекул в живых 
клетках обеспечивается молекулярным узнавани-
ем. Простым классическим примером узнавания 
являются Уотсон-Криковские комплементарные 

взаимодействия оснований в нуклеиновых кисло-
тах. Пространственные узнающие элементы, будь 
то молекулы или супрамолекулярные комплексы 
и их конструкции, назовём МУзЭли  – Молекуляр-
ные Узнающие Элементы. Молекулярное узнава-
ние используют и для целевого воздействия на 
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мишени в диапазоне от молекул до целого орга-
низма. Типичные природные МУзЭли  – это анти-
тела или рецепторы; путём их имитации создают 
искусственные МУзЭли на полипептидной основе: 
различные варианты антител, пептиды, скаффол-
ды. На  принципиально иной химической основе, 
полинуклеотидной, создаются так называемые 
аптамеры  – «химические антитела»  [1,  2].

Создание аптамеров происходит в два этапа: 
сначала получают первичные аптамеры путём 
селекции к мишени, затем их подгоняют к мише-
ни путём конструирования для выполнения кон-
кретных задач  [3,  4]. Основные характеристики 
МУзЭлей  – аффинность и специфичность, для 
определения которых существует много мето-
дов  [5]. Все методы можно условно разбить на 
две группы: изучение взаимодействия в растворе 
и использование сенсорных поверхностей.

Данная работа посвящена изучению аффин-
ности ДНК-аптамеров к рекомбинантному вне-
клеточному домену рецептора эпидермального 
фактора роста человека  (EGFR*). При взаимодей-
ствии внеклеточного домена трансмембранного 
рецептора эпидермального фактора роста  (EGFR) 
с эпидермальным фактором роста  (EGF) рецептор 
димеризуется, автофосфорилируется и запускает 
каскад процессов, активирующих транскрипци-
онные факторы, что изменяет экспрессию генов  
и определяет деление клеток  [6,  7]. EGFR реко-
мендован ВОЗ как значимый молекулярный 
онкомаркер для классификации опухолей голов-
ного мозга. В  данной работе полученные ранее 
20  известных анти-EGFR-аптамеров объединены 
в 5  групп: РНК-аптамеры  [8–14]; ДНК-аптамеры 
серии TuTu [15]; ДНК-аптамеры серии U, в том чис-
ле производные (аптамеры GR20 и GR200)  [16–17]; 
ДНК-аптамеры  2369  [18] и аптамеры, полученные 
Damase  et  al.  [19] (LINN2 и  KM4)  (табл.  1). Аптаме-
ры были получены разными методами селекции, 
аффинность аптамеров измерена разными мето-
дами, что делает невозможным их сравнение. 
В  работе выбраны ДНК-аптамеры двух семейств, 
U31 и  U2. Сконструированы их производные и 
определена аффинность к белку  EGFR* двумя 
методами: в растворе  – поляризацией флуорес-
ценции  (ПФ), и на поверхности сенсора с иммо-
билизованными аптамерами  – интерферометрией 
биослоёв  (ИБС). Использованный сравнительный 
серийный подход создал условия для дальнейшего 
изучения аффинности анти-EGFR ДНК-аптамеров 
к белку EGFR в составе клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Олигонуклеотиды. Меченные по 5′-концу 
5(6)-карбоксифлуоресцеином  (FAM) или биотином 

анти-EGFR ДНК-аптамеры (табл. 2) синтезированы, 
очищены и лиофилизованы («ГенТерра», Россия).

Моделирование вторичной структуры анти-
EGFR ДНК-аптамеров. Моделирование вторичной 
структуры ДНК-аптамеров проводили с помощью 
сервера RNAfold web server, пакета ViennaRNA 
Web Services, с энергетическими параметрами для 
ДНК, разработанными на основе метода ближай-
ших соседей для оценки стабильности вторичных 
структур нуклеиновых кислот [22,  23]. Параметры 
для ДНК выводятся на основе экспериментальных 
данных и используются в компьютерных про-
граммах для предсказания вторичных структур 
на основе минимума свободной энергии  [23–25].

Определение кажущихся констант диссо-
циации (кКд) методом ПФ. Бычий сывороточный 
альбумин (БСА, М ~  66  кДа) получен от «Компании  
Хеликон» (Россия). Рекомбинантный внеклеточ- 
ный домен рецептора эпидермального фактора 
роста человека (EGFR*, кат.  номер 1095-ER-002,  
лот  номер  ACJ0818021) куплен у  «R&D  Systems» 
(США). Растворы аптамеров (0,5  мкМ) готовили 
в буфере  1 (5  мM  Tris-HCl  (pH  7), 140  мМ  NaCl, 
10  мМ  KCl, 5  мМ  MgCl2). Раствор EGFR*  (29  нМ) 
готовили в буфере  1, содержащем 0,05%  (v/v) 
Tween  20 и 1  мг/мл  БСА.

К 510  мкл раствора  (9,8  нМ) флуоресцентно 
меченного аптамера добавляли 1–50  мкл раство- 
ра белка (шаг изменения концентрации EGFR* в 
растворе  – 0,4–0,6  нМ), выдерживали при комнат-
ной температуре 2–3 мин и проводили измерение 
на приборе SENTRY  200 («Ellie», США). Титрование 
проводили путём изменения концентрации бел-
ка, значения флуоресценции  (I) и поляризации 
флуоресценции  (mP) измеряли трижды, результа-
ты представляли в виде средних значений  ±  SD. 
В  контрольном опыте титровали буферным рас-
твором с  БСА без  EGFR*. Расчёт  кКд проводили 
с   использованием программы OriginPro на осно-
ве уравнения Хилла  [26,  27]:

fb = 
Bmax · [Protein]n

Kd
n

 + [Protein]n  ,	 (1)

где fb  – доля связанного аптамера; Bmax  – макси-
мальный сигнал специфического связывания; 
n  – коэффициент Хилла; [Protein]  – концентрация 
белка-мишени; Kd  – константа диссоциации ком-
плекса аптамер–белок.

Определение кинетических констант ассо-
циации и диссоциации, а также кКд методом ИБС.  
Растворы EGFR* готовили последовательным 
разбавлением в калий-фосфатном буфере (бу-
фер  2), содержащем 8  мМ  Na2HPO4, 1,5  мM  KH2PO4, 
137  мМ  NaCl, 8,5  мМ  KCl  (pH  7,4), в концентрациях 
0,8–51,2  нМ, после чего вносили в лунки 96-луноч-
ного планшета («Greiner», Германия) по  200  мкл. 
Растворы аптамеров (2  мкМ) готовили в буфере  1. 
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Таблица 1. Характеристики известных анти-EGFR-аптамеров

Аптамер Тип Мишень для селекции Метод определения кКд кKд, нМ

J18 [8] РНК EGFR* связывание на фильтрах 7

E07 [9] РНК rhEGFR-Fc
проточная цитофлуориметрия 209 ± 46 [10]

связывание на фильтрах 2,4 ± 0,2 [9]

ME07 [11] РНК EGFR*  ИБС с EGFR* 0,3 [12]

Производные 
ME07 [13] РНК EGFR-Fc ELISA с EGFR-Fc

MinE07 3,70 ± 0,38
MinE07-U-Ph 359 ± 0,82
MinE07-U-Vi 4,62 ± 0,48

MinE07-U-I 2,05 ± 0,26
MinE07-UA 1,53 ± 0,13
MinE07UA′ 3,39 ± 0,71
MinE07UB 1,47 ± 0,54
MinE07UC 1,23 ± 0,10
MinE07UC′ 1,11 ± 0,45

CL4 [14] РНК клеточный SELEX  
(линия клеток  A549)

связывание на фильтрах 
c  EGFR* 10

TuTu19 [15]

ДНК EGFR* проточная цитофлуориметрия 
(иммобилизованный EGFR*)

74 ± 7

TuTu20 [15] 85 ± 10

TuTu21 [15] 78 ± 5

TuTu22 [15] 56 ± 7

U2 [16]

ДНК
клеточный SELEX  

(линия клеток  U87 
с суперэкспрессией 

EGFRvIII)

аптаферментный анализ 3,4 ± 1,0

U31 [16]
аптаферментный анализ 8,1 ± 2,4

ИБС с EGFR*  3,7 ± 0,7 [17]

GR20 [17] ДНК
ИБС с EGFR*

5,0 ± 2,0

GR200 [17] ДНК 4,6 ± 1,1

2369-1-1 [18]

ДНК EGFR* связывание на фильтрах

11,7

2369-11-1 [18] 6,3

2369-12-1 [18] 7,1

2369-27-1 [18] 0,62

2369-27-2  –  
укороченный 
2369-27-1 [18]

0,99

LINN2 [19] ДНК EGFR* термофлуориметрический 
анализ (TFA) 9 ± 3

KM4 [20] ДНК
гибридный SELEX: 
EGFR*  +  клеточная  

линия  A549

термофлуориметрический 
анализ ~1

проточная цитофлуориметрия 46 

Примечание. ME07-U-X  – аптамеры, содержащие в положении C5 модификации: U-Ph  – фенильную группу, 
U-Vi  – винильную группу, U-I  – йод. MinE07-U-Ph, MinE07-U-Vi и MinE07-U-I имеют однородную модифика-
цию всех уридинов. MinE07UA, MinE07UB и MinE07UC  – экспериментально полученные укороченные вари-
анты ME07, содержащие разные модификации  U. MinE07UA′, MinE07UC′  – ожидаемые полноразмерные вер-
сии экспериментально полученных модифицированных усечённых вариантов. rhEGFR-Fc – рекомбинантный 
слитый белок EGFR человека с Fc-фрагментом иммуноглобулина; EGFR*  – рекомбинантный внеклеточный  
домен рецептора эпидермального фактора роста человека; ИБС  – интерферометрия биослоёв.
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Таблица 2. Первичная структура анти-EGFR ДНК-аптамеров

Название Последовательность (5′→3′)

U31 [16] ATCCAGAGTGACGCAGCATTTGTTTAATATGTTTTTTAATTCCCCTTGTGGTGTGTTGTGGACACGGTGGCTTAGT

GR20 [17] ACGCACCATTTGTTTAATATGTTTTTTAATTCCCCTTGTGGTGTGT

U2 [16] ATCCAGAGTGACGCAGCATTTTGACGCTTTATCCTTTTCTTATGGCGGGATAGTTTCGTGGACACGGTGGCTTAGT

U2s CGCAGCATTTTGACGCTTTATCCTTTTCTTATGGCGGGATAGTTTCGTG

Gol1 [21] GCCGGCATTTTGACGCCGCCCCGGCTGCTTATGCTCCGGGGCATATGGC

Перед экспериментом биосенсоры Streptavidin (SA) 
(ForteBio; «Sartorius», Германия) гидратировали в 
буфере  1 в течение 10  мин, затем помещали на 
10  мин в 2-мкМ раствор биотинилированного ап-
тамера. Стадия ассоциации регистрировалась на 
приборе Octet  R2 (ForteBio; «Sartorius») при поме-
щении сенсора с иммобилизованным аптамером 
в лунки с образцами EGFR* с возрастающей кон-
центрацией. Регистрацию базовой линии, стадию 
диссоциации и отмывки сенсора проводили в бу-
фере  2. Продолжительность стадии ассоциации  – 
360  с, стадии диссоциации  – 210  с. Регенерацию 
сенсоров проводили 3-кратным последователь-
ным погружением на 5  с в 1  М  раствор гидрохло-
рида этаноламина и буфер  2.

Обработку полученных сенсограмм про-
водили с помощью программы OriginPro  2020 в 
соответствии с моделью связывания Ленгмюра 
1  :  1  [28]. Значения констант скорости комплекс-
ной ассоциации  (kon) и диссоциации  (koff) опре-
деляли с использованием экспоненциальной 
аппроксимации сенсограмм: функция BoxLucas1 
для стадии ассоциации, функция Exp2PMod1  – 
для стадии диссоциации. Параметры (kon· [A]  +  koff), 
где  [A]  – концентрация добавленного в ходе экс-
перимента белка, каждой сенсограммы наносили 
на график зависимости от концентрации белка в 
растворе (С, нМ). Значение тангенса угла наклона 
из линеаризации графика для каждого комплекса 
аптамер–белок соответствует константе скорости 
ассоциации. Кажущуюся константу диссоциа-
ции  кKд рассчитывали по уравнению:

кКд = koff / kon.	 (2)

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Построение моделей возможных вторич-
ных структур анти-EGFR ДНК-аптамеров. Пред-
полагаемые вторичные структуры анти-EGFR 
ДНК-аптамеров U2 и  U31, отобранных в резуль-
тате  SELEX, и их производных U2s, Gol1 (из  U2) и 
GR20 (из  U31) представлены на рис.  1. Структуры 

получены на основе анализа результатов, пред-
лагаемых программой The  ViennaRNA Package, 
и визуализированы с помощью Java-апплета   
VARNA.

Анализ возможных вторичных структур 
для семейства ДНК-аптамеров  U31. В  каче-
стве базовой модели для нумерации нуклеоти-
дов и элементов вторичной структуры выбран 
укороченный модифицированный вариант  GR20. 
Первый нуклеотид А1  GR20 соответствует А11 в 
исходном аптамере  U31. Аптамер  GR20 получен 
путём удаления 5′- и 3′-концевых последователь-
ностей (1–10 и 57–76). Концевой двутяжевой уча-
сток шпильки Ш-1 состоит из 9  пар нуклеотидов, 
при этом в мутантной форме  GR20 С6  заменён 
на  G6 (пара C6–G41 в GR20 вместо противостоя-
ния G6–G41 в U31); внутренняя петля П-1-1 состоит 
из 4-х нуклеотидов (T10–T13), петля П-1-2 имеет 
8  нуклеотидов (T30–T37); стебель шпильки Ш-2 
состоит из 4-х пар нуклеотидов и образует блок 
из трёх остатков Т с петлёй П-1-1; петля П-2 и сте-
бель шпильки Ш-2 содержат блок из 6 остатков Т. 
На рис. 1, а и б в аптамерах серии U31 красным и 
фиолетовым контуром выделены 2  блока нуклео-
тидов, встречающихся в соответствующих петлях 
аптамеров серии  U2.

Анализ возможных вторичных структур  
для семейства аптамеров  U2. В  качестве базо
вой модели для нумерации нуклеотидов и элемен-
тов вторичной структуры выбрана укороченная 
версия  U2s. Первый нуклеотид C1  U2s соответ-
ствует C12 в исходном аптамере  U2. Аптамер  U2s 
получен путём удаления 5′- и 3′-концевых после-
довательностей (1–10 и 57–76). В U2s концевой дву-
тяжевой участок шпильки Ш-1 состоит из 3-х пар 
нуклеотидов, включая пару G–T; стебель шпильки 
Ш-2 состоит из 3-х пар нуклеотидов; петля П-2  –  
из 8 нуклеотидов; двуцепочечный участок Ш-3 со-
стоит из 7  пар нуклеотидов; петля П-3 состоит из 
11 нуклеотидов. Петли П-2 и П-3 родительского U2 
и укороченного варианта  U2s содержат блоки из 
4-х остатков  Т. В  исходно полученных моделях 
аптамеров U2 и  U2s в шпильке Ш-3 в начале и в 
конце добавлено по одной паре  G–T.
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Рис.  1. Возможные вторичные структуры анти-EGFR ДНК-аптамеров U31, U2 и их производных. Структу-
ры получены на основании анализа результатов, полученных с помощью сервиса The  ViennaRNA Package  
и визуализированы с помощью Java-апплета VARNA: а  – U31; б  – GR20; в  – U2; г  – U2s; д  – Gol1. Красным 
и фиолетовым контуром в структурах аптамеров U31  (а) и GR20  (б) выделены 2  блока нуклеотидов, встре
чающихся в соответствующих петлях аптамеров обоих семейств. В  структурах аптамеров серии U2  (в–д)  
зелёным цветом выделены нуклеотиды в идентичных участках петель П-2 и шпильки Ш-2, голубым  – по-
вторяющиеся участки в петлях П-3. Синей точкой обозначены связи в неканонических парах оснований

Рис. 2. Концентрационные зависимости изменения поляризации флуоресценции при связывании FAM-ме-
ченых ДНК-аптамеров семейства  U31  (а  и  б) и U2  (в–д) с  EGFR*. а  – U31; б  – GR20; в  – U2; г  – U2s, д  – Gol1; 
R2  >  0,98. Измерения проводились в трёх повторностях. Указаны рассчитанные  кKд

Сконструированный ДНК-аптамер Gol1 пред-
ставляет собой вариант аптамера U2s, в котором в 
двуспиральных участках все пары А–Т заменены 
на пары  G–C. Петля П-2 сохранена, а петля П-3 
изменена и не содержит блока из 4-х остатков  Т. 
Более подробное описание алгоритма конструиро-
вания Gol1 будет опубликовано отдельно.

В структурах, приведённых на рис.  1, голу-
бым и зелёным цветом выделены общие участки 
в петлях для трёх аптамеров семейства  U2.

Определение аффинности анти-EGFR ДНК-
аптамеров методом  ПФ. Метод  ПФ позволяет 
определять равновесную константу диссоциации 
в растворе. На  рис.  2 приведены концентрацион-
ные зависимости связывания аптамеров U31 и U2, 
а также их производных с  EGFR*. Связывание ап-
тамера  U31 и его укороченного мутантного вари-
анта  GR20 происходит по-разному  (рис.  2,  а  и  б). 
Концентрационная кривая для  GR20 характери-
зуется классической формой и наличием плато. 
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Таблица 3. Рассчитанные параметры аффинности анти-EGFR ДНК-аптамеров к  EGFR*

Аптамер
ПФ ИБС

кКд kon  ×  10–5, (М·с)–1 koff  ×  104, с–1 кКд, нМ

U31 15,9 ± 9,2 0,7 ± 0,2 18 ± 2 24 ± 6

GR20 3,5 ± 0,1 0,5 ± 0,1 13 ± 3 26 ± 5

U2 5,4 ± 0,2 1,1 ± 0,2 20 ± 1 18 ± 3

U2s 7,2 ± 1,1 0,9 ± 0,1 23 ± 2 25 ± 2

Gol1 4,0 ± 0,4 1,3 ± 0,3 22 ± 2 17 ± 3

Рис. 3. Сенсограммы, полученные методом ИБС, для иммобилизованных биотинилированных ДНК-аптаме-
ров при связывании с  EGFR*. а  – U31; б  – GR20; в  – U2; г  – U2s; д  – Gol1

Согласно рассчитанным константам, укорочен-
ный аптамер GR20 связывается в  4,5  раза лучше 
исходного аптамера U31: кКд = 3,5  ±  0,1  нМ против 
15,9  ±  9,2  нМ  (табл.  3).

Аптамеры семейства  U2 демонстрируют раз-
ный характер взаимодействия с EGFR (рис. 2, в–д). 
Концентрационная зависимость связывания ис-
ходного аптамера  U2 воспроизводимо начинает-
ся с 4  нМ  белка. Аппроксимация даёт значение 
кКд  =  5,4  ±  0,2  нМ. Укороченный вариант  U2s свя-
зывается с мишенью несколько хуже исходного ап-
тамера  U2  (кКд  =  7,2  ±  1,1  нМ против 5,4  ±  0,2  нМ). 
Концентрационная зависимость связывания скон-
струированного аптамера  Gol1 показывает высо-
кую аффинность  – кКд  =  4,0  ±  0,4  нМ.

В контрольных экспериментах при титро-
вании флуоресцентно-меченых аптамеров бел-
ком  БСА наблюдалось слабое увеличение сиг-
нала  ПФ за счёт неспецифического связывания 
аптамеров  (рис. П1, а–д в Приложении), при этом 
концентрация  БСА 1000-кратно превышала кон-

центрацию  EGFR*. Аппроксимация по уравнению 
Хилла даёт значения кКд, превышающие 1000 нМ.

Определение аффинности анти-EGFR ДНК-
аптамеров методом  ИБС. Метод ИБС позволяет 
определять кинетическую и равновесную аффин-
ность, при этом один из компонентов, лучше ап-
тамер, должен быть иммобилизован на поверх-
ности биосенсора.

Аффинность аптамера  U31 и его короткого 
производного GR20 к  EGFR* определяли при им-
мобилизации меченного по 5′-концу биотином ап-
тамера на поверхности SA-сенсора  (рис.  3,  а  и  б). 
В  случае GR20 происходит небольшое падение 
(в  1,4  раза) как скорости ассоциации, так и ско-
рости диссоциации комплекса. Отношение кине-
тических констант ассоциации и диссоциации 
комплекса, определяющее равновесное значение 
аффинности, сохраняется (для  U31 кКд  =  24  ±  6  нМ 
и для  GR20  – 26  ±  5  нМ).

Сенсограммы связывания иммобилизован-
ного аптамера  U2 и его укороченных и скон-
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струированных вариантов U2s и  Gol1 с  EGFR* 
показаны на рис.  3,  в–д. Отличие наблюдается 
для аптамера  U2s: небольшое снижение скорости 
ассоциации и повышение скорости диссоциации 
приводит к ухудшению аффинности в 1,4  раза: 
кКд  =  25  ±  2  нМ по сравнению с 18  ±  3  нМ для ис
ходного аптамера  U2. Кинетические показатели 
и результирующая аффинность сконструиро-
ванного аптамера  Gol1 (кКд  =  17  ±  3  нМ) сопоста-
вима со значениями для исходного аптамера  U2 
(кКд  =  18  ±  3  нМ).

Для контрольного связывания ДНК-аптамеров 
с белком БСА методом  ИБС наблюдается только 
неспецифическое связывание, для которого не-
возможно рассчитать  кКд  (рис.  П2,  а–д в  При
ложении).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для постселекционной адаптации аптамеров 
к конкретной мишени необходимо адекватно сле-
дить за возможными изменениями их свойств. 
Основные первичные манипуляции при адапта-
ции  – это укорочение аптамеров и изменения в 
предполагаемой вторичной структуре, например, 
стабилизация путём замены нуклеотидов в «де-
фектных» участках, т.е.  участках, не являющихся 
«классическими» Уотсон-Криковскими двутяжевы-
ми участками. Последующие более продвинутые 
манипуляции с аптамерами – это введение хими-
ческих модификаций, создание мультимодульных 
и мультифункциональных конструкций и прочее. 
Основное свойство аптамеров – это аффинность к 
мишени, которая характеризуется равновесными 
константами ассоциации/диссоциации либо ки-
нетическими константами скорости ассоциации/
диссоциации. Равновесные константы позволяют 
оценить существенные изменения аффинности, 
в  то время как кинетические константы могут 
выявить интересные особенности на каждом эта-
пе взаимодействия  – ассоциации и диссоциации.

Методы определения аффинности аптаме-
ров к мишени можно условно разделить на две 
группы: определение в растворе и на поверхности 
сенсоров. Каждая группа имеет свои преимуще-
ства и недостатки, но их совместное использова-
ние позволяет сделать более адекватные выводы. 
Примерами методов из обеих групп являются 
поляризация флуоресценции для раствора и ин-
терферометрия биослоёв для поверхностных сен-
соров  [17,  29].

Данная работа посвящена аффинности ДНК-
аптамеров, поскольку они более технологичны и 
показывают бо́льшую селективность к мишеням 
из-за пониженной гидрофобности по сравнению 
с модифицированными аптамерами 2′-F-РНК. 

Во  введении отмечалось, что в настоящее время 
имеется 4  группы ДНК-аптамеров к  EGFR: серии 
TuTu, U, 2369 и группа из двух аптамеров LINN2 
и KM4 (табл. 1). Аптамеры получены различными 
вариантами селекции, их аффинность определе-
на различными методами, статус мишени EGFR 
также различался, поэтому вопрос о сравнении 
свойств полученных аптамеров является крайне 
актуальным. Кроме того, стадии адаптации апта-
меров к мишени требуют унификации методов 
сравнения их свойств.

Первичная структура опубликована только 
для аптамеров серии  U, причём для нескольких 
различных семейств, полученных в ходе одной 
селекции  [16]. Ранее для серии аптамеров одного 
из семейств  – U31  – мы создали несколько кон-
струкций, исходя из комплексных изменений  – 
одновременного укорачивания и стабилизации 
аптамера  [17]. Один из них  – GR20  – получен из 
исходного 76-мерного аптамера  U31 укорачивани-
ем до 46-мера с одновременной заменой противо-
стояния G6–G41 на пару C6–G41 в двуспиральном 
участке  Ш-1.

В настоящей работе мы получили конструк-
ции для второго семейства  U2. Чтобы проследить 
влияние конкретных изменений на аффинность 
аптамеров, проводили не комплексные измене-
ния структуры, а пошаговые. Сначала было прове-
дено укорачивание исходного 76-мерного аптаме-
ра  U2 до 49-мерного аптамера  U2s; потом во всей 
предполагаемой вторичной структуре U2s создали 
пары G–C с небольшими изменениями в одной из 
петель с получением 49-мерного аптамера  Gol1. 
Это позволяет решать задачу о важности первич-
ной структуры стеблей и/или петель шпилек для 
взаимодействия с белком  EGFR*. Одновременное 
использование двух методов измерения аффинно-
сти позволяет не только получить представления 
о чувствительности и возможностях обоих мето-
дов при манипуляциях со структурой аптамеров, 
но и выявить проблемы и выработать подходы 
для выбора аптамеров при их трансляции в био-
медицинские исследования.

Построение моделей возможных вторич-
ных структур анти-EGFR ДНК-аптамеров се-
рии  U. Ранее для конструирования аптамеров се-
мейства U31 был выбран следующий подход. При 
анализе возможных вторичных структур, которые 
предлагает стандартный сервис The  ViennaRNA 
Package, был выбран вариант, показанный на 
рис.  1,  а. При этом компьютерная модель аптаме-
ра дополнена одной парой G–T (соответствующей 
G9–T38 в  GR20) в конце шпильки  Ш-1.

При укорачивании аптамера  U31 был удалён 
нестабильный дефектный концевой двуспираль-
ный участок A1–G10/T51–T76. Для стабилизации 
нового концевого участка дефектное противо-
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стояние G6–G41 заменили на пару C6–G41 путём 
точечной замены G6C, что привело к созданию 
аптамера GR20 (нумерация дана по GR20). Аптамер 
GR20 имеет концевой стебель Ш-1 с девятью пара-
ми, две из которых  – пары G–T (G3–T44, T9–G38). 
Внутренняя петля П-1-1 и шпилька Ш-2 содержат 
2 блока из трёх остатков Т, а петля П-2 и шпилька 
Ш-2 содержит блок из 6  остатков  Т.

В данной работе для конструирования апта-
меров семейства  U2 был выбран следующий под-
ход. При анализе возможных вторичных струк-
тур, которые предлагает сервис The  ViennaRNA 
Package, был выбран вариант, показанный на 
рис.  1,  в. При этом исходная компьютерная мо-
дель аптамера дополнена парами T–G в начале и 
в конце стебля шпильки Ш-3 (Т18–G42 и Т24–G36, 
согласно нумерации  U2s).

При укорачивании аптамера  U2 был удалён 
нестабильный дефектный концевой двуспираль-
ный участок А1–А11/G61–T76. Полученный уко-
роченный 49-мер  (U2s) перенумерован. Конце-
вая шпилька Ш-1 содержит всего 3  пары, из них 
1  пара  – G2–Т48. Стебель шпильки Ш-2 также со-
держит всего 3  пары, но может стабилизировать-
ся коаксиальным стэкингом со стеблем шпильки 
Ш-3, как это происходит у тРНК  [30,  31]. Петли 
П-2 и П-3 родительского аптамера  U2 и укорочен-
ного  U2s содержат блоки из четырёх остатков  Т.

Сконструированный аптамер  Gol1 представ-
ляет собой вариант аптамера  U2s, у которого в 
предполагаемых двуспиральных участках образо-
ваны пары G–C, что должно стабилизировать вто-
ричную структуру. Петля П-2 сохранена, а петля 
П-3 изменена и не содержит блока из четырёх 
остатков  Т. (Более подробное описание алгорит-
ма конструирования Gol11 будет опубликовано 
отдельно.)

Полученный набор конструкций семейства U2 
даёт возможность проверить гипотезы о природе 
узнающих участков аптамеров для взаимодей-
ствия с  EGFR, а именно: активность каркаса вто-
ричной структуры, активность петель, необходи-
мость блоков из остатков  Т.

Интересные наблюдения можно сделать при 
сравнении структур двух семейств аптамеров U31 
и  U2. Во  внутренней петле П-1-1 семейства  U31 
и  петле П-2 семейства  U2 есть идентичная тетра-
нуклеотидная последовательность  TTTG (выделе-
на красным контуром). Более того, в петлях П-2 
и  П-3 имеется вторая идентичная тетрануклео
тидная последовательность  TATG (выделена фио-
летовым контуром).

Определение аффинности анти-EGFR ДНК-
аптамеров методом  ПФ. Метод  ПФ основан на 
явлении поляризации флуоресценции. При бы-
стром вращении небольшой флуоресцентно-мече-
ной молекулы плоскость, в которой излучается 

флуоресценция, отклоняется от плоскости возбу-
ждения, вызывая деполяризацию флуоресценции. 
Образование комплекса с большей по размеру 
молекулой, например аптамер–белок, приводит к 
замедлению флуорофора, и плоскость, в которой 
излучается флуоресценция, меньше отклоняется 
от плоскости возбуждения, что приводит к поля-
ризации флуоресценции  (рис.  П3 в  Приложении). 
Метод  ПФ активно применяется для комплексов 
аптамеров с белками с кажущимися константами 
диссоциации  (кКд) от  0,1 до сотен  нМ  [32]. Для 
белка  EGFR* в растворе определение аффинности 
аптамеров методом ПФ в этой работе проводилось 
впервые.

Для представителя семейства  U31, сконструи-
рованного ранее, аптамера  GR20, при укороче-
нии и предполагаемой частичной стабилизации 
концевого двутяжевого участка, аффинность к 
белку возрастает примерно в 4,5 раза: кКд  15,9  нМ 
и  3,5  нМ соответственно  (табл.  3). В  связи с этим 
закономерен вопрос о том, что будет происхо-
дить с аффинностью при пошаговом укорочении 
и предполагаемой стабилизации для предста
вителей семейства  U2.

В серии аптамеров  U2 при простом укороче
нии исходного 76-мерного аптамера  U2 до 49-мер-
ного аптамера  U2s наблюдается снижение аффин-
ности связывания с EGFR*: кКд  =  5,4  нМ против 
7,2  нМ соответственно. Возможно, это происхо
дит из-за дестабилизации коаксиального стэ-
кинга двутяжевых участков шпилек Ш-2 и Ш-3, 
поскольку укорочение концевого стебля шпильки 
Ш-1 до дефектного короткого концевого двутяже-
вого участка в три комплементарных пары, в том 
числе одна неканоническая пара G–T, не может 
обеспечить стабильную сближенность концов 
двух стеблей шпилек Ш-2 и Ш-3.

Неожиданные свойства показал аптамер Gol1. 
Замена семи возможных пар в исходном апта-
мере  U2 на 7  пар G–C должна стабилизировать 
предполагаемую вторичную структуру аптамера, 
при этом узнавание белка EGFR* может нару-
шаться. Из  10  пар в стеблях шпилек Ш-2 и Ш-3 
остались неизменными только 3  пары: G15–C6, 
C16–G5, C22–G38. Тем не менее аптамер  Gol1 со-
хранил аффинность к белку: кКд  =  5,4  нМ и 4,0  нМ 
для U2 и Gol1 соответственно. При этом ход кривой 
титрования белком для аптамера  Gol1 практиче-
ски совпадает с результатами, полученными для 
сконструированного аптамера  GR20 из другого 
семейства. Значения рассчитанных кКд этих про-
изводных близки.

Интересная особенность  – в обоих семей-
ствах, U31 и U2, все аптамеры сохраняли отме-
ченные ранее два идентичных тетрануклеотида: 
TTTG и  TATG. Предстоит выяснить, являются ли 
они сигнатурами узнающих элементов структуры.  
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Что касается сравнения аффинности двух исходных 
аптамеров U2 и  U31, то полученные разными ав-
торами и разными методами данные  (табл.  1  и  3) 
хорошо коррелируют между собой.

Обнаружение факта, что небольшие измене-
ния структуры аптамеров приводят к кратному 
изменению аффинности, делает осмысленным 
переход к изучению взаимодействия аптамеров 
с  рецептором EGFR в составе клеток.

Определение аффинности анти-EGFR ДНК-
аптамеров методом  ИБС. Метод  ИБС основан на 
явлении интерференции отражённого света от 
торцевой поверхности оптоволоконного датчика 
и позволяет анализировать взаимодействие им-
мобилизованных аптамеров с белком-мишенью 
EGFR* в растворе в режиме реального времени. 
Регистрация комплексообразования в реальном 
времени позволяет рассчитать кинетические 
константы скорости ассоциации и диссоциации, 
а их отношение определяет кКд  (рис.  П4 в  При-
ложении). Метод  ИБС активно применяется для 
комплексов аптамеров с белками  [33].

Для представителя семейства  U31, сконструи-
рованного ранее, GR20, при укорочении и пред-
полагаемой частичной стабилизации концевого 
двутяжевого участка скорость образования ком-
плекса замедляется примерно в 1,4  раза, но при 
этом во столько же раз замедляется и скорость 
диссоциации. Таким образом, аффинность к белку 
остаётся прежней. Снижение скоростей ассоциа-
ции и диссоциации для аптамера  GR20, по срав-
нению с исходным U31, согласуется с выдвинутым 
ранее предположением о связи аффинности ап-
тамера со стабильностью образуемой структуры. 
Возможно, более длинный и конформационно 
подвижный аптамер  U31 с дефектной вторичной 
структурой быстрее адаптируется к белку при 
ассоциации, по тем же причинам диссоциирует 
быстрее. Кинетические параметры позволяют 
определить выбор в пользу медленно диссоции-
рующего аптамера  GR20, если скорость образова-
ния комплекса с рецептором не критична.

Важно понять, как влияет на взаимодействие 
с белком EGFR* пошаговое укорочение и стаби-
лизация ДНК-аптамеров. Это сделано на примере 
семейства аптамеров  U2. Исходный 76-мерный 
аптамер  U2 при укорочении до 49-мерного апта-
мера  U2s теряет аффинность к белку: кКд  =  18  нМ 
против 25  нМ соответственно. По-видимому, 
причиной является дестабилизация аптамера, 
которая обсуждалась в предыдущем разделе 
о  ПФ. По расчётным данным, построенным на 
аппроксимации, скорости образования комплекса  
примерно одинаковы (kon  ×  10−5 – 1,1  ±  0,2  М−1· с−1 
и 0,9  ±  0,1  М−1· с−1 соответственно). Однако срав-
нение характера кривых ассоциации/диссоциа-
ции в диапазоне концентраций 6,4–51,2  нМ гово- 

рит о  более быстрой адаптации короткого апта-
мера  U2s к белку  EGFR*, но при этом комплекс 
становится менее стабильным, что приводит к 
потере аффинности.

Неожиданные свойства показал сконструиро-
ванный аптамер  Gol1. Как это было уже описано 
выше, замена большинства комплементарных 
пар аптамера U2s на пары G–C не привела к поте-
ре аффинности Gol1 к белку, то же самое справед-
ливо и для данных ИБС: кКд  =  18  нМ и 17  нМ для 
аптамеров  U2 и  Gol1 соответственно. При этом 
кинетические данные для аптамера Gol1 и исход-
ного аптамера  U2 также совпадают. По-видимому, 
стабильная конформация у аптамера Gol1 при на-
личии коаксиального стэкинга отвечает только за 
правильное позиционирование двух упомянутых 
ранее узнающих участков. Как следствие, можно 
предположить, что в узнавании белка  EGFR* уча-
ствуют петли, а не комплементарные пары нук-
леотидов в стеблях шпилек предполагаемой вто-
ричной структуры ДНК-аптамеров.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Как равновесный метод в растворе  – ПФ, так 
и кинетический метод с аптамерами, иммобили-
зованными на поверхности – ИБС, дают воспроиз-
водимые результаты для сравнения аффинности 
ДНК-аптамеров к  EGFR*. Полученные при титро-
вании белком EGFR* только численные значе-
ния равновесных  кКд не являются единственным 
критерием для сравнения аффинности аптамеров, 
поскольку выражены через концентрацию белка, 
что, в свою очередь, определяется его удельной 
активностью. Сами по себе численные характе-
ристики в виде констант существенно зависят, 
например, от методов аппроксимации кривых 
титрования и удельной активности белка. Для 
выбора аптамера чрезвычайно важно оцени-
вать результат взаимодействий аптамер–мишень 
комплексно, в том числе учитывая амплитуду и 
скорость изменения, т.е.  кривизну, кинетических 
кривых ассоциации и диссоциации.
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and techniques requires the unification of comparison algorithms, which is also necessary for de-
signing aptamers used in post-selection fitting to the target protein EGFR*. In this study the affinity 
of DNA aptamers from two families  – U31 and U2, previously obtained by Wu  et  al. from the same 
selection [Wu  et  al. (2014) PLoS One, 9, e90752] and their derivatives – GR20, U2s and Gol1, obtained 
by us through rational development, was compared. The aptamer affinity for EGFR* was measured 
by two different methods: a solution-phase technique  – fluorescence polarization of FAM-labeled ap-
tamers, and by a kinetic method using biolayer interferometry technique with aptamers immobilized 
on the surface. Unlike the values of equilibrium dissociation constants obtained through titration and 
expressed in units of protein concentration, the analysis of the titration profiles themselves and the 
kinetics of interaction proved to be more informative. This allowed us to identify how even subtle 
changes in the aptamers and their structures affect the affinity. Hypotheses regarding the “struc-
ture–function” relationships and recognition mechanisms were formulated. The data obtained for the 
set of aptamer constructions are critical for moving forward to examination of aptamer interactions  
with EGFR on the cell surface.

Keywords: aptamer, EGFR, affinity, biolayer interferometry, fluorescence polarization
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Маннан и β-(1→3)-глюкан являются характеристичными полисахаридными маркерами ряда 
грибковых патогенов, в том числе Candida albicans  – самого распространённого возбудителя 
инвазивных микозов человека. В  данной работе проведено изучение эпитопной специфич-
ности двух моноклональных антител СM532 и FG70, распознающих олигосахаридные фрагмен-
ты данных грибковых полисахаридов. С  применением широкой панели биотинилированных 
олигосахаридов в качестве покрывающих антигенов установлено, что антитело СM532, полу-
ченное при иммунизации конъюгатом пентаманнозида β-Man-(1→2)-β-Man-(1→2)-α-Man-(1→2)-
α-Man-(1→2)-α-Man с гемоцианином Megathura crenulate  (KLH), селективно распознаёт трисаха-
ридный эпитоп β-Man-(1→2)-α-Man-(1→2)-α-Man, а антитело FG70, полученное при иммунизации 
конъюгатом гептаглюкозида β-Glc-(1→3)-[β-Glc-(1→3)]5-β-Glc с KLH, наиболее эффективно взаимо-
действует с линейным β-(1→3)-связанным пентасахаридным фрагментом глюкана, причём на-
личие 3,6-разветвлений внутри этой последовательности не снижает связывания. Полученные 
данные свидетельствуют о том, что рассматриваемые моноклональные антитела могут быть 
использованы для создания отсутствующих сегодня эффективных диагностикумов для выявле-
ния грибковых инфекций.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: грибковые заболевания, β-(1→3)-глюкан, α-маннан, β-маннан, моноклональ-
ные антитела, углеводная специфичность, олигосахариды.

DOI: 10.31857/S0320972524120045 EDN: IFSICH

Принятые сокращения: ИК  – инвазивный канди-
доз; ПАА  – полиакриламид; ФСБ  – фосфатно-солевой 
буфер; KLH  – гемоцианин Megathura crenulata.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Инвазивные микозы представляют собой 
серьёзную угрозу для здоровья населения, особен-
но для людей с ослабленным иммунитетом  [1]. 
Распространённость этих инфекций значительно 
возросла в последние десятилетия. Согласно ста-
тистическим данным, которые получены в самое 
последнее время, ежегодная заболеваемость ин-

вазивными грибковыми инфекциями составляет 
6,5  млн случаев в год, что приводит к 3,8  млн 
смертей, из которых около 2,5  млн являются пря-
мым следствием грибковой инфекции [2]. Данные 
показатели превышают таковые для многих дру-
гих наиболее опасных инфекционных заболева-
ний, включая туберкулёз и малярию. Одним из 
наиболее распространённых видов инвазивных 
грибковых инфекций является инвазивный кан-
дидоз (ИК). Ежегодно около 1,56 млн человек забо-
левают ИК, при этом 995  000 человек умирают [2].

Диагностика грибковых инфекций значи-
тельно улучшилась за последние 10–15  лет, одна-
ко качество известных на сегодня тестов не  по-
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зволяет получать достоверные результаты, а их 
доступность и фактическое использование огра-
ничены  [3]. Культуральные методы, т.е.  выращи-
вание культуры патогенного гриба, выделенного 
из крови или других физиологических жидкостей, 
является золотым стандартом в диагностике  ИК, 
однако данные методы требуют продолжительно-
го времени (от нескольких дней до недели), что 
является серьёзным недостатком с учётом неот-
ложности клинического состояния пациентов 
при инвазивных микозах [4]. Методы ПЦР-диагно-
стики пока не дают эффективного результата при 
обнаружении инвазивных микозов, для детекции 
которых более широко используются методы им-
муноферментного анализа  (ИФА). Их  примерами 
являются диагностические наборы, обнаруживаю-
щие галактоманнан Aspergillus и маннан Candida, 
а также соответствующие антитела  [3]. Для обна-
ружения грибкового β-(1→3)-глюкана используется 
тест-система на основе лизата амебоцитов мече-
хвоста (Limulus polyphemus)  [5], популяция кото-
рого является ограниченной и исчерпаемой. Дан-
ный тест способен давать ложноположительные 
результаты вследствие своей высокой чувстви-
тельности и неудобен при дробном использова-
нии диагностического набора  [6]. Представляется 
целесообразным заменить его на ИФА-формат.

Выбор диагностических маркеров и гомо-
логичных антител является ключевой проблемой 
при разработке тест-систем  ИФА. Они должны 
эффективно выявлять присутствие грибковых 
патогенов в организме даже на ранних стадиях 
инфекции. Одним из практически важных мар-
керов является полисахарид β-(1→3)-глюкан – ком-
понент клеточной стенки многих грибов, вклю-
чая Candida, Aspergillus и Pneumocystis jirovecii  [7]. 
Тесты, детектирующие β-(1→3)-глюкан, использу-
ются для диагностики инвазивных микозов, вы-
зываемых данными патогенными грибами  [8]. 
Наличие этого маркера в сыворотке крови свиде-
тельствует о наличии грибковой инфекции, однако 
тест не является специфичным для какого-то од-
ного рода гриба, поэтому его результаты должны 
интерпретироваться в контексте с клинической 
картиной и другими диагностическими тестами.

Другой антигенный маркер, маннан, явля-
ется компонентом клеточной стенки грибов 
рода Candida. Тест на маннан используется для 
диагностики инвазивного кандидоза  [9]. Анти-
тела, специфичные к маннану, также могут быть 
обнаружены в крови пациентов и указывают 
на иммунный ответ на инфекцию Candida  [10]. 
Использование комбинации тестов на маннан и 
комплементарные антитела повышает чувстви-
тельность и специфичность диагностики  ИК  [11]. 
Однако существующие тесты характеризуются 
недостаточной чувствительностью, что связано с 

выбором выявляемого эпитопа в структуре слож-
ного и гетерогенного маннана  [12,  13].

Разработка эффективных тест-систем ИФА для 
обнаружения β-(1→3)-глюкана и маннана требует 
наличия соответствующих высокоаффинных ан-
тител, распознающих строго определённую оли-
госахаридную последовательность. Целью дан-
ной работы является характеристика углеводной 
специфичности двух моноклональных антител, 
СM532 и FG70, к грибковым антигенным марке-
рам с использованием серии олигосахаридов, по-
лученных синтетическим путём. Особенностью 
проведённой работы является использование в ка-
честве иммуногенов синтетических олигосахари-
дов определённого строения, которые, в отличие 
от гетерогенных грибковых полисахаридов, могут 
быть воспроизводимо получены и структурно оха-
рактеризованы. Кроме того, показано, что доста-
точно широко распространённое использование в 
качестве покрывающих антигенов гликоконъюга-
тов на основе полиакриламида  (ПАА)  [14] может 
приводить к получению неточных и завышенных 
результатов по специфичности антител. Приме-
нение в качестве покрывающих антигенов био-
тинилированных олигосахаридов, которые могут 
быть нанесены количественно на слайды чипов 
и иммунологические планшеты  [15], позволяет 
получать более точные данные об углеводной 
специфичности исследуемых антител.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Все реакции проводили в рас-
творителях, очищенных по стандартным мето-
дикам. Гель-хроматографию активированных 
эфиров олигосахаридных лигандов проводили 
на колонке (0,9  ×  30  см) с гелем TSK HW-40(S) 
(«Tosoh Bioscience», Япония) в 0,5  М  AcOH; ско-
рость потока  – 0,3  мл/мин; элюат анализировали 
с помощью проточного рефрактометра Knauer 
К-2401 («Knauer GmbH», Германия). Диализ прово-
дили в диализных кассетах Slide-A-Lyzer™ Dialysis 
Cassettes (10K  MWCO, 3  мл), согласно инструкции 
производителя («Thermo Fisher Scientific»,  США).

Спектры ЯМР регистрировали при 25  °С на 
приборе Bruker Avance  600 («Bruker Corporation», 
США) в тяжёлой воде  (D2O); в качестве внутрен-
него стандарта использовался ацетон (δH  2,225; 
δC 31,45). Масс-спектры высокого разрешения были 
зарегистрированы на приборе Bruker micrOTOF  II 
(«Bruker Corporation») методом электрораспыли-
тельной ионизации  (ESI).

Синтез иммуногенов. Получение активиро­
ванных лигандов 1-AE и 2-АЕ. К  растворам олиго- 
сахаридных лигандов 1 и 2 (1,03 мг; 1,16 мкмоль – 
для  1; 1,38  мг; 1,14  мкмоль  – для  2) в диме-



ГЕНИНГ и др.2072

БИОХИМИЯ том 89 вып. 12 2024

тилформамиде  (ДМФА; 100  мкл), содержащем 
Et3N  (0,1  мкл), добавляли раствор бис(4-нитро-
фенил)(оксибис(этан-2,1-диил))бис(карбоната) 
(5,07  мг; 11,5  мкмоль; 10  экв.) в ДМФА  (200  мкл). 
Полученную реакционную смесь гомогенизиро-
вали на вортексе и выдерживали при комнат-
ной температуре в течение 20  мин, затем упа-
ривали досуха на роторном испарителе. Остаток 
растворяли в  EtOAc  (5,0  мл) и экстрагировали 
активированные эфиры 1-АЕ и 2-AE 0,1  M  AcOH 
(3  раза по  2,0  мл), объединённую водную фазу 
упаривали на роторном испарителе. Остаток 
растворяли в 0,5  мл 0,5  М  AcOH и наносили на 
колонку с гелем TSK HW-40(S) (0,9  ×  30  см; элю-
ент  – 0,5  М  AcOH). Фракции, содержащие целе-
вой продукт, упаривали досуха, затем остаток 
растворяли в воде  (0,5  мл) и лиофилизировали. 
Производные 1-AE  (1,00  мг; 73%) и 2-АЕ  (1,20  мг; 
70%) получали в виде белых аморфных порошков. 
В  спектре 1H  ЯМР полученных продуктов 1-AE и 
2-АЕ присутствовали сигналы углеводной части, 
практически не отличающиеся от соответствую-
щих данных спектров исходных (3-аминопропил) 
гликозидов 1 и  2, а также идентичные для обоих 
продуктов характеристичные сигналы агликона. 
Спектр 1H  ЯМР  (600  МГц, D2O, δ, м.д., J/Гц; харак-
теристичные сигналы агликона): 4,11  (м,  2  H, 
СHaHbOC=O); 4,37  (м,  2  H, СHaHbOC=O); 7,37  (д,  2  H, 
pNPh, J  =  9,0); 8,24  (д,  2  H, pNPh, J  =  9,0). 1-AE  – 
найдено: m/z  1205,3705 [M  +  Na]+  C45H70N2O34; вы-
числено: M  +  Na  =  1205,3702. 2-АЕ  – найдено: m/z   
1529,4752 [M  +  Na]+  C57H90N2O44; вычислено: M  +  Na  = 
=  1529,4759.

Получение конъюгатов с KLH (гемоцианин 
Megathura crenulate). Раствор KLH («Sigma-Aldrich», 
США; H8283; 4,4  мг/мл; 500  мкл) вносили в пред-
варительно гидратированную диализную кас-
сету, которую помещали в 200  мл фосфатного 
буфера (50  мM, pH  8,55), который меняли через 
2, 4, и  16  ч. Раствор KLH извлекали из кассеты 
и делили на две части по  250  мкл (4,0  мг/мл), к 
которым добавляли водные растворы активиро-
ванных лигандов 1-AE  (1,0  мг в  40  мкл H2O) или 
2-AE  (1,2  мг в  50  мкл  H2O). Полученные реакци-
онные смеси гомогенизировали на вортексе и 
выдерживали при комнатной температуре в тече-
ние двух суток, при этом весь активированный 
эфир расходовался (ТСХ-контроль). Затем реакци-
онные смеси диализовали против фосфатно-соле-
вого буфера  (ФСБ), который меняли через 2, 4, 
и  16  ч. Целевые конъюгаты извлекали из кассет 
с использованием ФСБ  («Sigma-Aldrich») для про-
мывки. Получали по 600  мкл конъюгатов 1-KLH 
и 2-KLH c концентрацией по белку 1,22  мг/мл  
(ε279  =  1,4  мл · мг−1 · см−1; ε347  =  0,4  мл · мг−1 · см−1) в 
виде слегка опалесцирующих жидкостей с голу-
бым оттенком, которые использовали в качестве 

иммуногенов для получения моноклональных 
антител.

Моноклональные антитела. Моноклональ-
ные антитела СM532  (IgG2a) и FG70  (IgG2b) были 
получены с использованием гибридомной техно-
логии, как было описано ранее  [16,  17]. Конъюга-
ты 1-KLH и 2-KLH использовали в качестве имму-
ногенов, а соответствующие биотинилированные 
конъюгаты  – в качестве покрывающих антигенов 
ИФА для отбора клеточных линий продуцентов. 
Изотипы антител, продуцируемых обоими клона-
ми, были определены с помощью набора для изо-
типирования («Sigma-Aldrich»). Очистку антител 
проводили методом аффинной хроматографии на 
колонке с белком А-сефароза. Для очистки анти-
тел использовали среды, собранные при культи-
вировании гибридом. Антитела элюировали с по-
мощью 50 мМ лимонной кислоты с последующим 
добавлением фосфата натрия. Финальный состав 
цитратно-фосфатного буфера: 22  мM  фосфатно-
го буфера и 12  мМ  лимонной кислоты (pH  7,5); 
0,05%  (v/v) Tween  20; 0,1%  ProClin  300.

Конъюгаты олигосахаридных лигандов с био­
тином и полиакриламидом. Биотинилированные 
олигосахариды 1m–14m, родственные фрагмен-
там маннана  [18–24], и 1g–13g, родственные фраг-
ментам глюкана  [25–27], были синтезированы с 
использованием ранее разработанных синтети-
ческих методов  [28]. Для этого к раствору ами-
нопропил гликозида в  ДМФА добавляли Et3N и 
раствор активированного эфира биотина, после 
прохождения реакции конъюгат очищали мето-
дом гель-проникающей хроматографии на геле 
TSK HW-40(S) (элюент  – 0,1  M  AcOH). Конъюгаты  
олигосахаридов 9m–12m c  ПАА были получены по 
описанной нами ранее методике  [29] с 20%-ным 
мольным содержанием олигосахаридного лиган-
да. Кратко, к раствору аминопропил гликозида 
в ДМФА добавляли Et3N и раствор п-нитрофенил 
полиакрилата в  ДМФА при 37  °C. Через 2  ч к сме-
си добавляли н-BuNH2, а ещё через 2  ч добавляли 
избыток этаноламина и оставляли на ночь. Реак-
ционную смесь упаривали, конъюгат очищали ме-
тодом гель-проникающей хроматографии на геле 
LH-20 («Sigma-Aldrich») в системе MeCN/H2O  (1/1).

Иммуноферментный анализ с использова-
нием полиакриламидных покрывающих анти-
генов. Раствор конъюгатов олигосахаридов 1m–
14m с  ПАА (100  мкл; 2  мкг/мл в  ФСБ) наносили в 
лунки полистирольного планшета («Thermo Fisher 
Scientific») и оставляли при 4  °С на сутки. После 
нанесения лунки промывали ФСБ  (100  мкл) 1  раз 
и блокировали 1%-ным раствором  БСА в  ФСБ при 
37  °С в течение 1  ч. После вытряхивания блокиру-
ющего раствора и сушки планшет был готов для 
эксперимента. Образцы исследуемых монокло-
нальных антител (100  мкл) в заданной концентра-
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ции наносили в лунки планшета и инкубировали 
при 37  °С в течение 1  ч, затем промывали промы-
вочным буфером 3 раза. Для разведения антител и 
промывки планшетов использовали ФСБ  (pH  7,4), 
содержащий 0,1% БСА и 0,1% (v/v) Tween 20. Далее, 
лунки обработали конъюгатом поликлональных 
антител к IgG  мыши с пероксидазой («ИМТЕК», 
Россия) и инкубировали при 37  °С в течение 
30  мин, затем промывали промывочным буфе-
ром 5  раз. Проявление планшетов производили 
добавлением 100  мкл однокомпонентного хромо-
генного субстрата  TMB («Хема», Россия) в течение 
10 мин. Реакцию останавливали, добавляя 50 мкл 
1  M  H2SO4. Поглощение измеряли при длине вол-
ны 450  нм на планшетном ридере Multiskan  GO 
(«Thermo Fisher Scientific»). Все измерения про-
водили независимо в трёх повторениях.

Иммуноферментный анализ с использо-
ванием биотинилированных покрывающих 
антигенов. Иммуноферментный анализ прово-
дили на авидиновых планшетах («Хема»; P300A) 
при использовании ФСБ, содержащего 0,05%  (v/v) 
Tween  20 и 0,1%  БСА, в качестве отмывающего 
раствора и раствора для разведения биотини-
лированных олигосахаридов, моноклональных 
антител и проявляющих антител, меченных пер-
оксидазой. Биотинилированные олигосахариды 
1m–14m и 1g–13g адсорбировали на дно лунок 
(20  пмоль олигосахарида в 100  мкл разводящего 
раствора на одну лунку) в течение 2  ч при 37  °С 
при встряхивании, затем промывали планшет 
3  раза и наносили образцы исследуемых моно-
клональных антител в заданной концентрации 
(100  мкл). Планшет инкубировали 45  мин при 
37  °С при встряхивании, после чего промывали 
планшет 5  раз. Адсорбированные антитела про-
являли с использованием поликлональных анти-
тел к IgG  мыши, меченных пероксидазой, и од-
нокомпонентного хромогенного субстрата  TMB. 
Поглощение продуктов ферментативной реакции 
измеряли на приборе Multiskan  GO при длине 
волны  450  нм.

Статистический анализ. Все измерения для 
олигосахарид-специфического ИФА повторяли 
трижды и представляли в виде среднего. Разброс 
полученных значений представлен на графиках 
в виде среднеквадратичного отклонения. Относи-
тельное стандартное отклонение значения погло-
щения при повторах не превышало  10%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Полисахарид маннан, являющийся характер-
ным антигенным маркером для рода Candida, 
имеет сложную разветвлённую структуру, напо-
минающую гребень. Основная цепь данного поли-

сахарида построена из α-(1→6)-связанных остат-
ков маннозы, к которым во втором положении 
присоединены олигоманнозные цепи, которые, 
в свою очередь, могут также содержать ответ-
вления. Боковые олигоманнозиды для разных 
серотипов Candida имеют различную структуру 
и длину. Они могут быть построены либо только 
из α-(1→2)-, α-(1→3)-связанных остатков маннозы, 
либо дополнены на невосстанавливающем конце 
фрагментами из β-(1→2)-связанных остатков ман-
нозы. Боковые цепи маннана являются антиген-
ными факторами, позволяющими серотипировать 
различные виды Candida, и составляют основу 
для их диагностики. Ранее было установлено, 
что именно боковые цепи, содержащие β-(1→2)-
связанные остатки маннозы, вносят наибольший 
вклад при индуцировании выработки антител 
в отношении маннанов Candida albicans  [29–31]. 
Поэтому в качестве лиганда для получения им-
муногенного конъюгата в данной работе был вы-
бран пентаманнозид  1, содержащий блок из двух 
β-(1→2)-связанных маннозных остатков на невос-
станавливающем конце α-(1→2)-триманнозидной 
последовательности  (схема  1).

β-D-Глюканы, являющиеся маркерами целого 
ряда грибковых инфекций  (см.  выше), имеют, 
как правило, β-(1→3)-связанную основную цепь, 
несущую боковые ответвления при С-6 некоторых 
остатков глюкозы. Для выработки антител был ис-
пользован линейный гептасахаридный фрагмент 
β-(1→3)-глюкана  (схема  1), так как именно эта ос-
новная цепь в первую очередь взаимодействует с 
клетками иммунной системы  [32].

Конъюгаты лигандов 1 и  2 были получены 
по разработанной ранее методике  (схема  1)  [33]. 
Для этого из олигосахаридов 1 и  2, содержащих 
аминопропильный агликон, были получены про-
изводные с дополнительным линкером на основе 
диэтиленгликоля, содержащим на конце пара-
нитрофениловый эфир (соединения 1-АЕ и 2-АЕ 
соответственно). Активированные таким образом 
лиганды 1-АЕ и 2-АЕ были введены в реакцию с 
белком-носителем с дальнейшей очисткой с по-
мощью диализа. Таким образом, были получены 
конъюгаты 1-KLH и 2-КLH, содержащие фраг-
менты целевых грибковых антигенов  – маннана 
и  глюкана.

Конъюгаты 1-KLH и 2-КLH были использо-
ваны в качестве иммуногенов для получения 
моноклональных антител при помощи гибридом-
ной технологии, как было описано ранее  [16,  17]. 
Биотинилированные производные маннана  (1) и 
глюкана (2) были использованы в качестве покры-
вающих антигенов для отбора соответствующих 
клеточных линий продуцентов методом  ИФА. 
В  результате были получены моноклональные 
антитела СM532 и FG70, специфичность которых 
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Схема  1. Синтез конъюгатов 1-KLH  (а) и 2-KLH  (б), использованных в качестве иммуногенов при получе-
нии моноклональных антител

была исследована с использованием серий олиго-
сахаридных лигандов.

Для изучения эпитопной специфичности мо-
ноклональных антител в качестве покрывающих 

антигенов для ИФА были использованы два типа 
производных: поливалентные конъюгаты с ПАА и 
моновалентные конъюгаты с  биотином  (схема  2). 
Конъюгаты с  ПАА были получены по реакции 
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Схема 2. Синтез покрывающих антигенов для ИФА: конъюгатов с  ПАА  (а) и  биотином  (б)

олигосахаридов, содержащих аминопропильный 
агликон, с пара-нитрофениловым активирован-
ным эфиром полиакриламидного носителя с 
последующим добавлением двух низкомолеку-
лярных аминов для блокирования карбоксиль-
ных групп, не вступивших во взаимодействие с 
олигосахаридным лигандом (схема 2, а). Для полу-
чения конъюгатов с биотином был использован 
биотинилирующий агент, содержащий гибкий 
гидрофильный линкер на основе гексаэтиленгли-
коля  (схема  2,  б)  [28].

Первоначально для изучения эпитопной спе-
цифичности моноклонального антитела СM532 
были использованы ПАА-конъюгаты олигосаха-
рида  11m, входящего в состав иммуногена, а так-
же структурно родственных лигандов  9m, 10m 
и  12m  (рис  1,  а). Результаты ИФА с использова-
нием данного типа покрывающего антигена по-
казали примерно одинаковое распознавание всех 
исследованных олигосахаридов  (рис  1,  в). Отсут-
ствие различий между лигандами с существен-
ными структурными различиями (9m, 10m, 11m 
и  12m), вероятно, является следствием использо-
вания полиакриламидной основы для покрываю-
щих антигенов. В  этом случае невозможно кон-
тролировать плотность присоединения лигандов 
к поверхности полимера, а следовательно, нельзя 
добиться воспроизводимых результатов и сравни-
вать количественно показатели связывания для 
различных конъюгатов. Кроме того, адгезия поли-
акриламида к поверхности лунки планшета так-
же не поддаётся контролю, затрудняя интерпре-

тацию полученных результатов. Использование 
же биотинилированных конъюгатов в сочетании 
со стандартизованными планшетами, покрытыми 
стрептавидином, позволяет обеспечивать равно-
мерное и воспроизводимое покрытие поверхно-
сти лунок. Также наличие гибкого длинного спей-
сера между биотином и лигандом обеспечивает 
хорошую презентацию антигена, отделяя его от 
поверхности стрептавидина  (рис.  1,  б). Таким об-
разом, данные, полученные в ИФА-экспериментах 
с биотинилированными покрывающими антиге-
нами, хорошо воспроизводятся и могут служить 
количественной мерой связывания.

В связи с вышесказанным для дальнейшего 
изучения эпитопной специфичности отобранных 
моноклональных антител были использованы биб-
лиотеки биотиновых углеводных лигандов  [15]. 
Так, для моноклонального антитела СM532 в ка-
честве покрывающих антигенов для ИФА были 
исследованы биотинилированные олигосахариды 
1m–14m  (рис.  1,  а). В  этом ряду содержались как 
α-(1→2)-/α-(1→3)-связанные маннозиды  (1m–8m), 
так и соединения, содержащие β-(1→2)-маннозид-
ные фрагменты  (9m–13m). Также был рассмотрен 
лиганд, содержащий разветвление при С-6  (8m) 
и пента-α-(1→6)-маннозид  (14m), родственный 
фрагменту главной цепи маннана C.  albicans. Как 
видно из результатов скрининга  (рис.  1,  г), ни 
один из лигандов, содержащих исключительно 
α-гликозидные связи  (1m–8m), не обладает срод-
ством к моноклональному антителу  СM532. Это 
можно объяснить иммунодоминантной ролью 
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Рис. 1. Результаты скрининга углеводной специфичности антитела СM532 c использованием углеводных 
лигандов 1m–14m  (а), родственных маннану Candida albicans. Схематичное изображение иммобилизации 
конъюгатов с ПАА и биотином на поверхности планшета  (б). Результаты ИФА, полученные с использова-
нием конъюгатов с полиакриламидом  (в) и биотином  (г); ПАА  – полиакриламид
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Рис. 2. Результаты скрининга углеводной специфичности антитела  FG70 c использованием углеводных ли-
гандов 1g–13g  (а), родственных общему грибковому маркеру β-(1→3)-D-глюкану. б  –  Результаты ИФА, полу-
ченные с использованием биотинилированных конъюгатов

β-(1→2)-связанного фрагмента, входящего в состав 
гаптена  1. Рассматриваемое антитело связывается 
с олигоманнозидами, содержащими одну, две или 
три β-(1→2)-гликозидные связи (соединения 9m, 
10m, 11m и  12m соответственно), но не связыва-
ется с лигандами, содержащими более длинную 
последовательность из четырёх β-(1→2)-связанных 
остатков маннозы  (13m). Вероятно, в этом случае 
решающую роль играют конформационные осо-
бенности гексасахаридного лиганда  13m, не по-
зволяющие ему эффективно взаимодействовать с 
центром связывания антитела СM532. Как следует 
из высоких значений поглощения  (рис.  1,  г) для 
всех рассмотренных концентраций, наибольшим 
сродством к антителу СM532 обладает пентасаха-
рид  11m, а тетрасахарид  10m лишь незначитель-
но ему уступает. Хуже распознаются лиганды  9m 
и  12m. Эти данные позволяют сделать вывод о 
том, что минимальный эпитоп, специфично рас-
познаваемый моноклональным антителом СM532, 
представляет собой трисахаридную последова-
тельность β-Man-(1→2)-α-Man-(1→2)-α-Man.

Аналогичным образом был проведён скри-
нинг углеводных лигандов для изучения эпи-
топной специфичности моноклонального анти-

тела  FG70, полученного в ответ на иммунизацию 
конъюгатом гепта-β-(1→3)-глюкозида (2-KLH). В ка-
честве покрывающих антигенов для ИФА были 
использованы биотинилированные производные 
линейных β-(1→3)-глюкозидов, содержащих от 
одного до тринадцати звеньев глюкозы  (1g–7g), 
а также β-(1→3)-глюкозидов, содержащих развет-
вления в виде одного остатка β-(1→6)-связанной 
глюкозы в различных участках цепи  (8g–11g), и 
октасахарид  12g, в котором боковая цепь обра-
зована четырьмя остатками глюкозы. В  качестве 
отрицательного контроля был выбран пента-β-
(1→6)-глюкозид.

В результате проведённого скринига  (рис.  2) 
было установлено, что моно- и дисахаридные 
фрагменты  (1g и  2g) не распознаются антите-
лом  FG70 совсем; далее, по мере роста цепи от 
три- до пентасахарида  (3g–5g) эффективность свя-
зывания возрастает, однако дальнейшее удлине-
ние цепи (7  остатков  – 6g, 13  остатков  – 7g) не 
приводит к улучшению взаимодействия и выхо-
дит на  плато.

При сравнении значений поглощения для ли-
гандов 5g, 9g и  10g  (рис.  2,  б), содержащих одина-
ковый фрагмент пента-β-(1→3)-глюкозида, можно 
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заключить, что дополнительное 3,6-разветвление 
практически не влияет на аффинность. Также 
на уровне пентасахарида  5g распознаётся нона-
сахарид  11g с одним 3,6-разветвлением в середи-
не цепи. Олигосахаридные лиганды, в структуре 
которых отсутствует β-(1→3)-пентаглюкозидный 
фрагмент, либо не распознаются  (соединение 8g 
и  13g), либо распознаются значительно слабее 
(соединение  12g). Эти данные позволяют сделать 
вывод о том, что эпитоп, специфично распозна-
ваемый моноклональным антителом  FG70, рас-
положен в пентасахаридной последовательности 
β-Glc-(1→3)-β-Glc-(1→3)-β-Glc-(1→3)-β-Glc-(1→3)-β-Glc.

Ранее авторами работы были исследованы 
моноклональные антитела 3G11 и  5H5, которые 
были отобраны после иммунизации мышей нона-
β-(1→3)-глюкозидом  [16]. Однако сравнительный 
анализ предельных значений концентраций ан-
тител, детектируемых в тестах ИФА, даёт основа-
ния полагать, что антитело  FG70 обладает более 
высокой аффинностью к целевым глюканам, чем 
ранее описанные антитела  3G11  и  5H5.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате данной работы были получены 
и охарактеризованы два моноклональных анти-
тела, обладающие высокой специфичностью по 
отношению к фрагментам двух грибковых поли-
сахаридов. Это позволяет рассматривать анти-
тела  СM532 и  FG70 в качестве перспективных 
для разработки диагностикумов, предназначен-
ных для выявления соответствующих грибковых 
инфекций. Используемое сейчас в коммерческих 
диагностических наборах моноклональное анти-
тело EBCA-1 также распознаёт трисахаридный 

фрагмент β-Man-(1→2)-α-Man-(1→2)-α-Man  [13], что 
указывает на перспективность полученного в 
данной работе антитела  СM532.

Используемые в настоящее время наборы 
для диагностики грибковых глюканов содержат 
ферменты, выделяемые из живых организмов 
(мечехвостов), поэтому их использование имеет 
существенные ограничения. Применение ИФА-
наборов на основе синтетических углеводных 
антигенов и гомологичных моноклональных ан-
тител позволит упростить производство, а также 
получать более достоверные и воспроизводимые 
диагностические результаты  [34]. Охарактеризо-
ванные в данной работе антитела  FG70 и  СM532 
обладают необходимыми для этого характери- 
стиками.
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CHARACTERIZATION OF CARBOHYDRATE SPECIFICITY  
OF MONOCLONAL ANTIBODIES TO FUNGAL ANTIGENIC 
MARKERS USING BIOTINYLATED OLIGOSACCHARIDES  

AS COATING ANTIGENS
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Mannan and β-(1→3)-glucan are two polysaccharide markers that are characteristic for a number of 
fungal pathogens, including Candida albicans, which is the most common cause of invasive mycoses in 
humans. In this study, we examined the epitope specificity of two monoclonal antibodies, CM532 and 
FG70, which recognize certain oligosaccharide fragments from these fungal polysaccharides. Using a 
panel of biotinylated oligosaccharides as coating antigens, we found that antibody CM532, obtained by 
immunization with a pentamannoside β-Man-(1→2)-β-Man-(1→2)-α-Man-(1→2)-α-Man-(1→2)-α-Man KLH 
conjugate, selectively recognizes the trisaccharide β-Man-(1→2)-α-Man-(1→2)-α-Man epitope. Another 
antibody, FG70, obtained by immunization with heptaglucan β-Glc-(1→3)-[β-Glc-(1→3)]5-β-Glc with KLH, 
interacts with a linear β-(1→3)-linked pentaglucoside fragment, and the presence of 3,6-branches with-
in this epitope does not significantly affect the interaction efficiency. The data obtained indicate 
that the monoclonal antibodies under consideration can be used to create currently lacking effective 
diagnostics for the detection of fungal infections.

Keywords: fungal diseases, β-(1→3)-glucan, α-mannan, β-mannan, monoclonal antibodies, carbohydrate 
specificity, oligosaccharides
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Rathayibacter festucae ВKM Ac-1390T (семейство Microbacteriaceae, класс Actinomycetes) содержит 
в клеточной стенке три гликополимера. Структуры гликополимеров устанавливали химиче-
скими и ЯМР-спектроскопическими методами. Один из них, рамноманнан, построен из повто-
ряющихся тетрасахаридных звеньев, несущих боковые остатки ксилопиранозы: →2)-α-[β-D-Xylp-
(1→3)]-D-Rhap-(1→3)-α-D-Manp-(1→2)-α-D-Rhap-(1→3)-α-D-Manp-(1→. Второй полимер, обнаруженный 
у исследованного штамма в минорном количестве, представляет собой рамнан: →2)-α-D-Rhap-
(1→3)-α-D-Rhap-(1→. Третий полимер является тейхуроновой кислотой, ацеталированной остат-
ками пировиноградной кислоты: →2)-α-[4,6-S-Pyr]-D-Manp-(1→4)-α-L-Rhap-(1→4)-β-D-Glcp-(1→4)-α-D-
Glcp-(1→4)-β-D-GlcpA-(1→. Структуры рамноманнана и тейхуроновой кислоты являются новыми 
для представителей рода Ratayibacter и прокариот в целом. Результаты настоящего исследо-
вания расширяют представления о структурном разнообразии микробных гликополимеров и 
согласуются с ранее описанными данными о специфичности структур и состава гликополи-
меров для видов рода Rathayibacter.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Rathayibacter, гликополимер клеточной стенки, полисахарид, рамноманнан, 
D-рамнан, тейхуроновая кислота, пируват.

DOI: 10.31857/S0320972524120051 EDN: IFNBHD

Принятые сокращения: COSY  – корелляционная спектроскопия; HMBC  – гетероядерная корреляция 1H,13C 
через несколько связей; HSQC  – протон-детектированная HOHO-квантовая корреляция; J  – константа спин-
спинового взаимодействия; ROESY  – двумерная спектроскопия ядерного эффекта Оверхаузера во вращаю-
щейся системе координат; TOCSY  – тотальная корреляционная спектроскопия; TSP  – натриевая соль 3-(три-
метилсилил)-3,3,2,2-тетрадейтеропропионовой кислоты; δС, δН  – значения химических сдвигов атомов 13C, 1H 
соответственно.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Актинобактерии рода Rathayibacter извест-
ны с конца позапрошлого столетия  – с момента 
обнаружения бактериального заболевания ежи 
сборной (Dactylis glomerata  L.), вызванного бак-
терией «Aplanobacter rathayi» (ныне Rathayibacter 
rathayi)  [1]. К  началу нашей работы род Rathayi
bacter включал 11  зарегистрированных видов, из 
них 9  – с  валидно опубликованными наимено-
ваниями (https://lpsn.dsmz.de/genus/rathayibacter). 

Виды этого рода характеризуются наличием в 
клеточной стенке пептидогликана с 2,4-диамино-
масляной кислотой  (L-изомер), а также рамнозы 
и маннозы в качестве основных диагностических 
сахаров  [2,  3]. Вышеуказанные сахара полностью 
или частично входят в состав гликополимеров 
клеточных стенок, ковалентно связанных с пеп-
тидогликаном  [4].

Эти гликополимеры представляют собой 
нейтральные рамнозосодержащие полисахариды 
(рамнозилированный глюкоманнан и разные 

mailto:potekhina56@mail.ru
https://lpsn.dsmz.de/genus/rathayibacter
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по  структуре рамноманнаны и рамнанны), обыч-
но присутствующие в сочетании с тейхуроновыми 
кислотами [4]. При этом каждый вид Rathayibacter 
характеризуется индивидуальным набором от од-
ного до трех полимеров, в большинстве случаев 
включающим полимеры как нейтральной, так 
и кислой природы  [4]. Химические структуры 
гликополимеров, выявленных у Rathayibacter, не 
были описаны ранее у других прокариот.

В данной работе мы сообщаем о новых струк-
турах гликополимеров, идентифицированных в 
клеточной стенке штамма Rathayibacter festucaе 
ВКМ Ac-1390T, выделенного из овсяницы красной 
(Festuca rubra  L.)  [3,  5].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальный штамм Rathayibacter festucaе 
ВКМ Ac-1390T был получен из Всероссийской кол-
лекции микроорганизмов (ВКМ)  (www.vkm.ru).

Условия культивирования и получение био-
массы для исследований, а также выделение и 
очистка клеточных стенок описаны в работе 
Dmitrenok  et  al.  [6].

Выделение гликополимеров проводили ме-
тодом ТХУ-экстракций: 10%  ТХУ, 4  °С, 24  ч и затем –  
5%  ТХУ, 90  °С, 20  мин, как описано ранее  [6]; вы-
ход препаратов гликополимеров соответственно 
составил 12,3% и 19,7% от веса сухой клеточной 
стенки. Полученные препараты гликополимеров, 
проявившие полную идентичность при их пред-
варительном исследовании химическими и ЯМР-
спектроскопическими методами, были объедине-
ны и обозначены как суммарный препарат.

Методы кислотного гидролиза клеточной 
стенки и препаратов гликополимеров (2  M  HCl, 
3  ч, 100  °C), нисходящая хроматография, а также 
реактивы для проявления продуктов их кислот-
ной деградации описаны ранее  [6].

Mетод анионообменной гель-хроматогра-
фии на колонке (80  ×  1,5  см) с DEAE-целлюлозой 
(«Toyopearl», Япония) использовали для разделе-
ния гликополимеров суммарного препарата, как 
описано ранее  [7].

Деградацию по Смиту нейтральной фрак-
ции (нейтральных полисахаридов), приводящую 
к расщеплению основной цепи, проводили, как 
описано ранее  [6].

Абсолютную конфигурацию моносахаридов 
и глюкуроновой кислоты определяли по эффек-
там гликозилирования в остатках моносахаридов 
в спектрах ЯМР  13С, согласно закономерностям, 
изложенным в работе Shashkov  et  al.  [8], и на ос-
новании принадлежности глюкозы  к  D-ряду.

Спектры ЯМР снимали на приборе 
Bruker  AV600 («Bruker», Германия) для растворов 

в 99,96%  D2O при температурах, обеспечивающих 
минимальное перекрывание остаточного сигнала 
дейтерированной воды с сигналами полимеров. 
В  качестве внутреннего эталона использовали  
натриевую соль 3-(триметилсилил)-3,3,2,2-тетра-
дейтеропропионовой кислоты (TSP; δH  0,0  м.д.; 
δC  −1,6  м.д.). Двумерные ЯМР-эксперименты вы-
полняли с использованием стандартного мате-
матического обеспечения («Bruker Optik GmbH», 
Германия). Время спин-лока в экспериментах 
1H,1H  TOCSY (тотальная корреляционная спектро-
скопия) составляло 100  мс. Время смешивания в 
эксперименте 1H,1H  ROESY (двумерная спектро-
скопия ядерного эффекта Оверхаузера во враща-
ющейся системе координат) составляло 150  мс. 
Эксперименты по гетероядерной корреляции 
1H,13C  HMBC были оптимизированы для констант 
спин-спинового взаимодействия JH,  C,  8  Гц.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

С помощью нисходящей хроматографии на 
бумаге в кислотном гидролизате клеточной стен-
ки были выявлены глюкоза, манноза, ксилоза и 
рамноза. Эти же моносахариды обнаружены в 
гидролизатах суммарного препарата гликополи-
меров.

Спектр 13С ЯМР суммарного препарата (рис. 1, а)  
был типичен для нерегулярного полимера и/или 
смеси полимеров. Спектр содержал, в частности, 
8  сигналов различной интенсивности в обла-
сти аномерного углеродного резонанса δC  99,6–
104,6  м.д., 4  сигнала 6-дезоксисахаров при δC  17,9–
18,3  м.д. и сигнал при δC  26,0  м.д., характерный 
для пирувата в шестичленном цикле.

В спектре также наблюдались 2  сигнала в об-
ласти резонанса карбонильных групп при δC  175,5 
и 174,9  м.д. Мы предположили, что последние 
сигналы принадлежат COOH-группе, и предпри-
няли попытку разделить препарат с помощью 
анионной гель-хроматографии на DEAE-целлюло-
зе. В  результате разделения были получены две 
фракции: нейтральная и кислая.

Нейтральная фракция (нейтральные поли-
сахариды). Спектр ЯМР  13С нейтральной фрак-
ции (рис. 1, б) снова показал признаки нерегуляр-
ности. Аномерная область углеродного спектра 
содержала 4  сигнала различной интенсивности, 
которые представляют собой 2  интенсивных пика 
при δС  103,3 и 101,9  м.д. и второстепенные пики 
при δС  102,8 и 102,5  м.д. Высокопольная область 
спектра содержала 2 сигнала при δС  18,0 и 18,2  м.д.  
Спектр 1Н  ЯМР нейтральной фракции (рис.  2, верх-
ние проекции) также содержал сигналы различ-
ной интенсивности, что указывало на нерегуляр-
ность полисахарида.

https://www.vkm.ru/
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Рис.  1. Спектры ЯМР  13С полисахаридов из клеточной стенки R.  festucaе ВKM Ac-1390T: суммарный препа-
рат  (а); нейтральная фракция  (б); кислая фракция  (в)

Рис.  2. Части спектра 1H,13C  HSQC нейтрального полисахарида(ов) из клеточной стенки R.  festucaе ВKM 
Ac-1390T. Части спектров ЯМР 1H и 13C показаны вдоль горизонтальной и вертикальной осей соответственно. 
Арабские цифры относятся к атомам углерода в остатках, как обозначено  в  табл.  1
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Таблица 1. Химические сдвиги в спектрах ЯМР 13C (δC TSP –1,6) и 1H  (δH TSP 0,0) полисахаридов из клеточной 
стенки R.  festucae ВКМ Ac-1390T

Остаток C-1
H-1

C-2
H-2

C-3
H-3

C-4
H-4

C-5
H-5

C-6
H-6 (H-6a, 6b)

Нейтральный полисахарид (полимер  1)

→2)-α-D-Rhap-(1→	 (A)
3)
↑

101,9
5,24

76,3
4,28

79,0
4,10

71,9
3,60

70,4
3,84

18,2
1,34

β-D-Xylp-(1	 (E) 102,5
4,55

74,1
3,35

77,3
3,48

70,5
3,65

66,4
4,00; 3,33

→3)-α-D-Manp-(1→	 (B) 102,8
5,19

71,0
4,15

79,0
3,92

67,3
3,82

74,7
3,72

62,0
3,85; 3,79

→2)-α-D-Rhap-(1→	 (C) 101,9
5,25

79,4
4,12

71,2
3,96

73,6
3,51

70,5
3,85

18,0
1,33

→3)-α-D-Manp-(1→	 (D) 103,2
5,06

71,0
4,15

79,4
3,90

67,2
3,83

74,7
3,72

62,0
3,85; 3,79

Продукт деградации по Смиту нейтральной фракции (минорный полимер  2)

→2)-α-D-Rhap-(1→	 (A′) 102,2
5,19

79,3
4,07

71,2
3,95

73,5
3,51

70,6
3,83

18,0
1,32

→3)-α-D-Rhap-(1→	 (B′) 103,3
4,96

71,2
4,15

78,9
3,85

73,0
3,56

70,7
3,76

17,9
1,27

Кислый полисахарид (полимер  3)

→2)-β-D-Manp-(1→	 (A)
4) 6)
\ /

S-Pyr

103,4
5,02

175,5

79,8
4,33

102,5

70,9
3,82

26,0
1,49

75,6
3,64

67,9
3,41

65,5
4,08; 3,72

→4)-β-L-Rhap-(1→	 (B) 101,8
4,85

72,4
4,04

74,2
3,72

82,6
3,51

72,0
3,45

18,3
1,28

→4)-β-D-Glcp-(1→	 (C) 103,8
4,48

74,5
3,33

76,7
3,64

77,8
3,64

76,1
3,53

62,2
3,92; 3,81

→4)-α-D-Glcp-(1→	 (D) 99,6
5,47

72,6
3,57

72,0
3,76

79,4
3,64

72,6
3,77

60,8
3,86; 3,82

→4)-β-D-GlcpA-(1→	 (E) 104,6
4,67

74,6
3,48

77,1
3,77

77,8
3,84

76,7
3,90

174,9

Сигналы как в 1H-, так и 13C-спектрах поли-
мера были отнесены путем комбинированного 
использования методов 2D  ЯМР, а именно гомо-
ядерных 1H,1H  COSY (корелляционная спектроско-
пия), TOCSY, ROESY и гетероядерных 1H,13C  HSQC и 
1H,13C  HMBC экспериментов  (табл.  1).

Спектры 2D 1H,1H COSY, TOCSY, ROESY выявили 
остатки α-рамнопиранозы (α-Rhap), α-маннопира-
нозы (α-Manp) и β-ксилопиранозы (β-Xylp).

Анализ спектра протон-детектированной 
HOHO-квантовой корреляции 1H,13C  HSQC  (рис.  2) 
показал замещение α-Rhap в позициях 2 и 3 
(δC-2  76,3  м.д.; δC-3  79,0  м.д.)  (остаток  A, табл.  1) и 
только в позиции  2 (δC-2  79,4  м.д. остаток  C); заме- 

щение остатков α-Manp в положение 3 (δC-3  79,0  м.д., 
остаток  B и 79,4  м.д., остаток  D). Остатки β-Xylp 
были определены терминальными  (остаток  E).

Выводы о составе сахаров, размере цикла и 
аномерной конфигурации  (полимер  1, табл.  1) 
были сделаны на основе сравнения химических 
сдвигов 13C  остатков сахаров и соответствующих 
родоначальных пираноз  [9–11].

Последовательность остатков в повторяю-
щемся звене была установлена путем анализа 
спектров 1H,1H  ROESY и 1H,13C  HMBC.

В спектре 1H,1H  ROESY  (рис.  3) наблюдались 
следующие корреляционные пики δH/δH между 
остатками: 1(A)/H-3,4(B)  (5,24/3,92,  3,82); H-1(C)/
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Рис.  3. Часть спектра 1H,1H  ROESY нейтрального полисахарида(ов) из клеточной стенки R.  festucaе ВKM 
Ac-1390T. Арабские цифры относятся к протонам в остатках, как указано в табл.  1. Косая черта относится 
к  пикам корреляции между остатками

H-3,4(D)  (5,25/3,90,  3,83); H-1(B)/H-2(A)  (5,19/4,28); 
H-1(C)/H-3,4(D)  (5,25/3,83) и H-1(E)/H-3(A)  (4,55/4,10), 
что указывает на присутствие в нейтральной 
фракции двух типов повторяющихся единиц в 
полимере или двух полимеров.

В конечном итоге структуры полимеров были 
подтверждены при анализе спектра 1H,13C  HMBC 
(рис.  4), где были обнаружены следующие кор-
реляционные пики δH/δC между остатками: 
1A/3B  (5,24/79,0); 1B/2A  (5,19/76,3); 1E/3A  (4,55/79,0); 
1C/3D  (5,25/79,4); 1D/2C  (5,06/79,4); 2A/1B  (4,28/102,8); 
3D/1A  (3,90/101,9); 3A/1E  (4,10/102,5); 2C/1D  (4,12/103,2) 
и 3D/1C  (3,90/101,9).

Абсолютные конфигурации остатков сахаров 
были определены на основе закономерностей, 
описанных ранее  [8], и предположения о D-кон-
фигурации остатков ксилозы. Большие по моду-
лю и отрицательные β-эффекты замещения для 
C-2 (−3,1 м.д.) и C-4 (−1,7 м.д.) остатка A характерны 
для той же абсолютной конфигурации гликозили-
рующих  (β-Xylp) и гликозилированных  (α-Rhap) 
пираноз.

Сравнение химических сдвигов C-1, C-2 и C-3 
α-Rhap и α-Manp в спектрах 13C  ЯМР полимеров  1 
и  2 со спектрами полимеров из Rathayibacter 

tanaceti ВКМAc-2596  [12] показало одинаковую 
абсолютную конфигурацию остатков.

Деградация по Смиту нейтральной фрак-
ции привела к получению смеси многочислен-
ных низкомолекулярных продуктов и очень 
небольшому количеству полисахарида с повто-
ряющимся звеном →2)-D-Rhap-(1→3)-D-Rhap-(1→ 
(полимер  2, табл.  1). Внимательное рассмотрение 
спектров ЯМР исходного суммарного препарата 
выявило минорные сигналы, которые могли бы 
принадлежать вышеупомянутому полимеру  2 с 
3- и 2,3-замещенными остатками Rhap, но полное 
отнесение минорных сигналов не представля-
ется возможным на фоне интенсивных сигналов 
основных полимеров.

В любом случае отсутствие дополнительно-
го полимера в продуктах деградации по Смиту 
позволило предположить статистическое рас-
пределение точек разветвления в основном ней-
тральном полисахариде (полимер  1), и структура 
его повторяющегося звена должна быть сле- 
дующей: 

→2)-α-[β-D-Xylp-(1→3)]-D-Rhap-(1→3)-α-D-Manp- 
(1→2)-α-D-Rhap-(1→3)-α-D-Manp-(1→.
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Рис.  4. Части спектра 1H,13C  HMBC нейтрального полисахарида(ов) из клеточной стенки R.  festucaе ВKM 
Ac-1390T. Заглавные латинские буквы относятся к остаткам, как обозначено в табл. 1. Арабские цифры перед 
косой чертой относятся к протонам, а после косой черты  – к атомам углерода в соответствующих остатках

Кислая фракция (кислый полисахарид). 
13С  ЯМР-спектр кислой фракции  (рис.  1,  в) был ти-
пичен для регулярного полимера. Его аномерная 
область содержала 5  сигналов примерно равной 
интегральной интенсивности (99,6–104,6  м.д.) и 
небольшой сигнал, принадлежащий непротони-
рованному атому углерода, связанному с двумя 
атомами кислорода  (102,5  м.д.).

Два сигнала наблюдались в области сильного 
поля при δС  18,3  м.д. и 26,0  м.д., последний был 
характерен для пирувата в шестичленном кольце. 
Два сигнала при δС  174,9  м.д. и 175,5  м.д. наблю-
дались в области резонанса карбоксильных групп.

1Н  ЯМР-спектр кислой фракции  (рис.  5, верх-
ние проекции) содержал 5 хорошо разрешенных 
сигналов в аномерной области. Все сигналы име-
ли одинаковую интегральную интенсивность, что 
указывает на регулярное строение полисахарида. 
В  области сильного поля наблюдались 2  сигна-

ла при δH  1,49  м.д. (синглет,  3H) и 1,28  м.д.  (дуб-
лет,  6  Гц,  3H).

Спектры 1H и 13C кислой фракции были от-
несены с использованием 2D  ЯМР-спектров, упо-
мянутых выше. Спектры 2D  1H,1H COSY, TOCSY и 
ROESY выявили остатки β-Manp (остаток A, табл. 1, 
полимер  3); β-Rhap  (остаток  B); β-Glcp  (остаток  C); 
α-Glcp  (остаток  D) и  β-GlcpA  (остаток  E).

Анализ спектров 1H,13C  HSQC  (рис.  5) выявил 
смещение атомов углерода C-2  (δC  79,8  м.д.), C-4 
(δC  75,6  м.д.) и C-6  (δC  65,5  м.д.) (остаток  A); C-4 
(δC  82,6  м.д.; остаток  B); C-4  (δC  77,8  м.д.; остаток  C); 
C-4  (δC 79,4 м.д.; остаток D) и C-4  (δC 77,8 м.д.; оста-
ток  E) в сторону слабого поля по сравнению с по-
ложением атомов в спектрах соответствующих 
незамещенных остатков.

Сильно сдвинутый в высокое поле сигнал C-5 
остатка β-Manp  (δC  67,9  м.д.) указывал на располо-
жение остатка пировиноградной кислоты в поло-
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Рис.  5. Части спектра 1H,13C  HSQC кислого полисахарида из клеточной стенки R.  festucaе ВKM Ac-1390T.  
Части спектров ЯМР  1H и  13C показаны вдоль горизонтальной и вертикальной осей соответственно.  
Арабские цифры относятся к атомам углерода в остатках, как обозначено в  табл.  1

жении  4,6 остатка  A. Химический сдвиг 26,0  м.д. 
от  13C был типичным для S-абсолютной конфигу-
рации пирувата  [13].

Последовательность и расположение остат-
ков пировиноградной кислоты стали ясны после 
анализа спектра 2D 1H,1H  ROESY  (рис.  6) и под-
тверждены спектром 1H,13C  HMBC  (рис.  7). Спектр 
1H,1H  ROESY содержал следующие пики δH/δH ме-
жду остатками: 1A/4B  (5,02/3,51); 1B/3,4C  (4,85/3,64, 
3,64); 1C/4D (4,48/3,64); 1D/3,4,5E (5,47/3,77, 3,84, 3,90) 
и 1E/2A (4,67/4,33), демонстрируя линейную струк-
туру повторяющейся единицы: →A→B→C→D→E→.

Последовательность и тип замещения в остат-
ках были подтверждены спектрами 1H,13C  HMBC, 
в которых наблюдались корреляционные пики 
между остатками δH/δC: 1A/4B  (5,02/82,6); 1B/4C 
(4,85/77,8); 1C/4D  (4,48/79,4); 1D/4E  (5,47/77,8) и 
1E/2A  (4,67/79,8).

Абсолютные конфигурации остатков сахаров 
и глюкуроновой кислоты определяли по эффек-
там гликозилирования в остатках моносахари-
дов в спектрах 13С  ЯМР, согласно закономерно-
стям, изложенным в работе Shashkov  et  al.  [8], и  
на основании принадлежности глюкозы к D-ряду.

Небольшие положительные β-эффекты гли-
козилирования (+0,1  м.д.) для C-3 замещения 
β-GlcpA характерны для той же  (D) конфигурации 

сахаров в дисахаридном фрагменте α-D-Glcp-(1→4)-
β-D-GlcpA.

Относительно большие (+7,5  м.д.) α-эффекты 
гликозилирования для замещения C-1 β-GlcpA во 
фрагменте β-GlcpA-(1→2)-β-Manp также характерны 
для той же  (D) конфигурации сахаров. L-Абсолют-
ная конфигурация β-Rhap (остаток  B) во фрагменте 
β-L-Rhap-(1→4)-β-D-Glcp подтверждается отсутстви-
ем отрицательного эффекта γ-гликозилирования 
для C-6 остатка β-D-Glcp  (остаток С). Для ситуации 
с β-D-(1→4)-D эффект γ-гликозилирования для C-6 
D-Glcp имел бы небольшую отрицательную вели-
чину (около −1 м.д.), как это видно для фрагмента 
β-D-Glcp-(1→4)-α-D-Glcp, где эффект γ-гликозилиро-
вания для гликозилированного остатка D-Glcp 
составлял −1,1  м.д.

В конечном итоге структура повторяющегося 
звена кислого полисахарида (полимер  3) может 
быть представлена формулой: 

→2)-α-[4,6-S-Pyr]-D-Manp-(1→4)-α-L-Rhap- 
(1→4)-β-D-Glcp-(1→4)-α-D-Glcp-(1→4)-β-D-GlcpA-(1→.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, из клеточной стенки R. festucaе 
ВKM Ac-1390T были выделены три гликополимера, 
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Рис.  6. Часть спектра 1H,1H  ROESY кислого полисахарида из клеточной стенки R.  festucaе ВKM Ac-1390T.  
Арабские цифры относятся к протонам в остатках, как обозначено в табл. 1. Косая черта относится к пикам 
корреляции между остатками

Рис.  7. Часть спектра 1H,13C  HMBC кислого полисахарида из клеточной стенки R.  festucaе ВKM Ac-1390T. 
Заглавные латинские буквы относятся к остаткам, как обозначено в табл.  1. Арабские цифры перед косой 
чертой относятся к протонам, а после косой черты  – к атомам углерода в соответствующих остатках
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структуры которых установлены с использова-
нием химических и ЯМР-спектроскопических 
методов. Первый полимер  – разветвленный рам-
номаннан с повторяющейся единицей: →2)-α-
[β-D-Xylp-(1→3)]-D-Rhap-(1→3)-α-D-Manp-(1→2)-α-D-
Rhap-(1→3)-α-D-Manp-(1→. Установленная структура 
рамноманнана описана для прокариот впервые. 
При этом остатки ксилопиранозы ранее находили 
в полимерах других видов Rathaybacter  – рамно-
маннане Rathaybacter tritici ВKM Ac-1603T и рам-
нане Rathaybacter oskolensis ВKM  Ac-2121T  [14,  15].

Рамнан, второй нейтральный полимер, об-
наружен у исследованного штамма в минорном 
количестве, что затрудняло его полную идентифи-
кацию. Однако выявленные минорные сигналы в 
спектрах 13C  ЯМР (на фоне интенсивных сигна-
лов основных полимеров), а также результаты 
деградации по Смиту указывали на наличие в 
основной цепи рамнана бокового замещения по 
О-3, идентифицировать которое не представилось 
возможным.

Кроме того, в отличие от исследованных ра-
нее представителей рамнан-содержащих штам-
мов (Rathaybacter  sp. ВKM Ac-2759 и R.  oskolensis 
ВKM Ac-2121T), изученный штамм ВKM Ac-1390T 
имел одновременно с рамнаном и другой ней-
тральный полимер, рамноманнан  [4].

Рамноза в обоих нейтральных полимерах из-
ученного нами штамма R.  festucaе, как и у ранее 
изученных представителей рода Rathayibacter, 
имела D-конфигурацию  [4].

Третий гликополимер представлял собой 
тейхуроновую кислоту новой структуры. Она 
содержала 5  моносахаридных остатков в повто-
ряющемся звене и остаток S-пировиноградной 
кислоты в положениях 4,6 остатка  α-D-Manp. 
Ранее S-пировиноградная кислота была обнару-

жена в кислых гликополимерах клеточной стен-
ки представителей трех других видов Rathayi- 
bacter  [7,  15,  16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты настоящего исследования расши-
ряют представления о структурном разнообразии 
микробных гликополимеров и согласуются с дан-
ными о специфичности структур и состава глико-
полимеров для видов рода Rathayibacter, описан-
ных ранее.
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NOVEL RHAMNOSE-CONTAINING GLYCOPOLYMERS  
FROM THE CELL WALL OF Rathayibacter festucae VKM Ac-1390T
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Rathayibacter festucae VKM Ac-1390T (family Microbacteriaceae, class Actinomycetes) contains three 
glycopolymers in the cell wall. The structures of glycopolymers established by chemical and NMR 
spectroscopy methods. One of them, rhamnomannan, built from repeating tetrasaccharide units 
carrying side xylopyranose residues, →2)-α-[β-D-Xylp-(1→3)]-D-Rhap-(1→3)-α-D-Manp-(1→2)-α-D-Rhap-
(1→3)-α-D-Manp-(1→. The second polymer, found in minor amounts in the strain studied, is rhamnan, 
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→2)-α-D-Rhap-(1→3)-α-D-Rhap-(1→. The third polymer is teichuronic acid, acetalated with pyruvic acid, 
→2)-α-[4,6-S-Pyr]-D-Manp-(1→4)-α-L-Rhap-(1→4)-β-D-Glcp-(1→4)-α-D-Glcp-(1→4)-β-D-GlcpA-(1→. The struc-
tures of rhamnomannan and teichuronic acid are new for Ratayibacter and prokaryotes in a whole. 
The results of the present study expand our understanding of the structural diversity of microbial 
glycopolymers and are consistent with the data on the specificity of the structures and composition 
of glycopolymers for species of the genus Rathayibacter described previously.

Keywords: Rathayibacter, cell  wall  glycopolymers, polysaccharide, rhamnomannan, D-rhamnan, 
teichuronic acid, pyruvate
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IX изоформа карбоангидразы человека (КАЧ  IX) играет ключевую роль в поддержании pH-го-
меостаза злокачественных новообразований, формируя благоприятное микроокружение для 
роста, инвазии и метастазирования опухолевых клеток. Исследования последних лет устано-
вили, что ингибирование активности КАЧ  IX, экспрессирующейся на поверхности опухолевых 
клеток, значительно повышает эффективность классических химиотерапевтических агентов и 
позволяет подавлять резистентность опухолевых клеток к химиотерапии, а также повышать 
их чувствительность к применяемым препаратам (в  т.ч.  понижать необходимую дозу цито-
статиков). В  данной работе изучалась способность новых ингибиторов КАЧ  IX на основе заме-
щенных 1,2,4-оксадиазолсодержащих первичных ароматических сульфаниламидов в условиях 
гипоксии потенцировать цитостатический эффект гефитиниба (селективный ингибитор тиро-
зинкиназного домена рецептора эпидермального фактора роста). Изучен комбинированный 
цитотоксический эффект гефитиниба и ингибиторов КАЧ  IX  – 4-(3-фенил-1,2,4-оксадиазол-5-ил)
тиофен-2-сульфонамида  (1), 4-(5-(тиофен-3-ил)-1,2,4-оксадиазол-3-ил)бензолсульфонамида  (2), 
4-(3-(пиридин-2-ил)-1,2,4-оксадиазол-5-ил)тиофен-2-сульфонамида  (3) и 4-(5-метил-1,2,4-оксади-
азол-3-ил)бензолсульфонамида  (4), а также их влияние на пролиферацию, активацию каспаз 3/7 
и клеточный цикл на примере клеточной линии аденокарциномы легкого человека  А549 в 
условиях физиологической гипоксии. Установлено, что сочетание ингибиторов  1 и  2 и гефи-
тиниба угнетает инвазивный потенциал клеток  А549, при этом ингибитор  1 обладает наи-
большим эффектом и может рассматриваться как перспективный кандидат для дальнейших 
исследований.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: комбинированная терапия, микроокружение опухоли, ингибиторы карбо-
ангидразы человека, клеточная линия аденокарциномы легкого человека А549, онкологические 
заболевания, гипоксия, сульфаниламиды, 1,2,4-оксадиазолы, гефитиниб.
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ВВЕДЕНИЕ

Рак легких по-прежнему остается одной из 
основных причин смертности от онкологических 

заболеваний во всем мире; при этом большинство 
пациентов имеют запущенную форму заболевания 
и неблагоприятный долгосрочный прогноз  [1]. 
Немелкоклеточный рак легких  (НМРЛ) составля-
ет примерно 85%  случаев рака легких  [1]. Гефи-
тиниб  – селективный ингибитор тирозинкиназ-
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ного домена рецептора эпидермального фактора 
роста  (EGFR), вызывает снижение пролиферации 
и усиление апоптоза клеток, а также повышает 
противоопухолевую активность химиотерапевти-
ческих препаратов и лучевой терапии. Гефитиниб 
показал эффективность при лечении пациентов 
с немелкоклеточной аденокарциномой легкого 
с мутациями в гене  EGFR в экзоне  21  (L858R) и 
делециями в экзоне  19  [2]. Однако в большинстве 
случаев успех терапии гефитинибом носит вре-
менный характер. Опухолевые клетки приобре-
тают резистентность к гефитинибу, и после года 
терапии заболевание может прогрессировать  [3]. 
Применение гефитиниба как адъювантного аген-
та в комбинированной химиотерапии продлевает 
выживаемость пациентов с НМЛР без прогресси-
рования заболевания  [4]. Было также установ-
лено, что резистентности клеток аденокарци-
номы легкого к химиопрепаратам способствует 
фермент карбоангидраза  IX  изоформа (КАЧ  IX), 
трансмембранный металлофермент, содержащий 
в активном центре ион цинка. КАЧ  IX нейтрали-
зует ацидоз в опухолевых клетках  [5]. Повышен-
ная экспрессия КАЧ  IX является маркером небла-
гоприятного прогноза для пациентов с НМРЛ  [6]; 
фермент синтезируется в условиях гипоксии под 
контролем транскрипционного фактора-1α, инду-
цируемого гипоксией (HIF1α)  [5].

Каталитическая активность КАЧ  IX в значи-
тельной степени обеспечивает адаптацию опу-
холевых клеток к неблагоприятным условиям 
дефицита кислорода и энергосубстратов. В  част-
ности, каталитическая функция внеклеточного 
домена фермента играет ключевую роль в рабо-
те ряда транспортных белков и позволяет избе-
жать внутриклеточного ацидоза (поддерживается 
слабощелочной внутриклеточный  pH)  [7]. В  то  же 
время ацидификация внеклеточной среды (в сред-
нем в микроокружении гипоксической опухоли 
pH  составляет 6,5–6,8)  [8] нарушает клеточную 
адгезию в здоровых тканях, облегчая пролифе-
рацию и инвазию опухолевых клеток, а также 
их метастазирование  [9]. Более того, КАЧ  IX-зави-
симый межклеточный ацидоз  [8] может способ-
ствовать нарушению межклеточных адгезионных 
контактов за счет подавления экспрессии белка 
адгезии E-кадгерина, а также трансформации зло-
качественных клеток в менее дифференцирован-
ное состояние  [10]. При этом опухолевые клетки 
приобретают так называемый фенотип «стволо-
вости» (увеличение доли опухолевых стволовых  
клеток в опухоли), что делает опухолевый фено-
тип более агрессивным и устойчивым ко многим 

химиотерапевтическим препаратам  [11]. Послед-
ние данные указывают на то, что роль КАЧ  IX 
в  гипоксических опухолях выходит далеко за 
рамки регуляции pH-гомеостаза.

Комбинированная терапия онкологических 
заболеваний основывается на феноменах синер-
гетического действия различных химиотерапев-
тических препаратов  [12]. При комбинировании 
препаратов с различным механизмом действия 
можно создать условия для их применения в оп-
тимальной дозе, что снижает побочные эффекты 
и повышает в целом переносимость химиотера-
пии  [13]. Примечательно, что препараты, меха-
низм действия которых различается, способны 
совместно эффективно подавлять рост опухолей, 
что, помимо прочего, позволяет уменьшить ве-
роятность развития резистентности опухолевых 
клеток к химиотерапии. Более того, в случае уже 
сформировавшейся резистентности использова-
ние адъювантных агентов в комбинации с клас-
сическими химиотерапевтическими препаратами 
в ряде случаев позволяет преодолеть лекарствен-
ную устойчивость агрессивных фенотипов  [14]. 
Таким образом, разработка эффективных ингиби-
торов КАЧ  IX для их комбинированного исполь-
зования в сочетании с клинически одобренными 
противоопухолевыми препаратами может ока-
заться успешной стратегией преодоления резис-
тентности опухолей к химиотерапии. В  ряде 
научных работ было показано, что существует 
взаимосвязь между транскрипцией генов HIF1A 
и CAIX (кодирует трансмембранный белок семей-
ства карбоангидраз, который участвует в регуля-
ции клеточного  pH) и экспрессией EGFR в гипок-
сических клетках, в том числе НМРЛ  [15,  16], и 
установлено, что активация сигнального каскада 
через EGFR усиливает клеточный ответ на гипок-
сию и действует как фактор выживания опухоле-
вых клеток  [17]. Ингибирование транскрипции 
генов, регулируемых гипоксией, может быть 
одной из стратегий лечения химиорезистентных 
опухолей с использованием ингибиторов тиро-
зинкиназного домена  EGFR. Совокупность выше-
указанных экспериментальных фактов опреде-
лила выбор комбинации новых ингибиторов 
КАЧ  IX и ингибитора тирозинкиназного домена 
EGFR  – гефитиниба  – для проведения исследова-
ний, результаты которых представлены в статье. 
Таким образом, на данном этапе исследования 
была поставлена задача изучить эффективность 
совместного действия четырех новых ингибито-
ров КАЧ  IX с цитостатическим препаратом гефи-
тинибом на клеточную линию аденокарциномы 

Принятые сокращения: КИ – клеточный индекс; НМРЛ – немелкоклеточный рак легких; CI – комбинацион-
ный индекс; DAPI  – дигидрохлорид 4′,6-диамидино-2-фенилиндол; EGFR  – рецептор эпидермального фактора 
роста; HIF1α  – транскрипционный фактор-1α, индуцируемый гипоксией.
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легкого человека  А549 в условиях физиологи-
ческой гипоксии. Клетки линии  А549 известны 
устойчивостью к гефитинибу (IC50  =  21  мкМ в 
условиях нормоксии)  [18] и не имеют мутаций в 
гене EGFR (wild-type EGFR)  [19]. Изучен комбини-
рованный цитотоксический эффект гефитиниба и 
ингибиторов КАЧ  IX на цитотоксичность, а также 
их влияние на пролиферацию, активацию кас-
паз  3/7 и клеточный цикл на примере клеточной 
линии аденокарциномы легкого человека  А549 в 
условиях физиологической гипоксии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты. В  исследовании использовались 
следующие соединения: диметилсульфоксид 
(ДМСО; «Панэко», Россия), гефитиниб («Sigma-
Aldrich», США), CoCl2 («Sigma-Aldrich») и инги-
биторы КАЧ  IX: 4-(3-фенил-1,2,4-оксадиазол- 
5-ил)тиофен-2-сульфонамид  (1), 4-(5-(тиофен-3-ил)-
1,2,4-оксадиазол-3-ил)бензолсульфонамид  (2),  
4-(3-(пиридин-2-ил)-1,2,4-оксадиазол-5-ил)тиофен- 
2-сульфонамид  (3) и 4-(5-метил-1,2,4-оксадиазол- 
3-ил)бензолсульфонамид  (4). Ингибиторы синте- 
зированы согласно методике, опубликованной 
в  работе Krasavin  et  al.  [20]. Характеризация син-
тезированных соединений проводилась метода- 
ми 1H и 13C  ЯМР-спектроскопии (Bruker AVANCE 
DPX  400; «Bruker», США) и масс-спектрометрии 
высокого разрешения с ионизацией электрорас-
пылением (Bruker microTOF; «Bruker»), а также 
включала измерение температуры плавления 
(Electrothermal  IA  9300; «Electrothermal»,  Велико-
британия).

Характеризация соединений 1–4. 4-(3-фенил- 
1,2,4-оксадиазол-5-ил)тиофен-2-сульфонамид (1).  
Выход  – 181  мг  (59%). Бежевое твердое вещество, 
tпл 295–297  °С. 1H  NMR (400  MHz, DMSO-d6) δ  ppm 
8,59  (s,  1H); 8,18  (d,  J  ¼  6,9  Hz,  2H); 8,02  (s,  1H); 
7,88  (s,  2H); 7,75  (t,  J   ¼  7,1  Hz,  1H); 7,67  (t, 
J  ¼  7,5  Hz,  2H). 13C  NMR (101  MHz, DMSO-d6) δ  ppm 
176,0  (С); 164,6  (С); 148,5  (С); 134,0  (CH); 133,2  (CH); 
130,1  (CH); 128,4  (CH); 128,2  (CH); 127,4  (C); 123,6  (C). 
HRMS  (ESI,  m/z): рассчитано для C12H9N3O3S2 
[M  +  H]+  – 308,0158; найдено  –  308,0155.

4-(5-(тиофен-3-ил)-1,2,4-оксадиазол-3-ил)бен-
золсульфонамид  (2). Выход – 157  мг  (51%). Бежевое 
твердое вещество, tпл 279–281  °С. 1H  NMR (400  MHz, 
DMSO-d6) δ  ppm  8,70  (s,  1H); 8,26  (d, J  ¼  8,4  Hz,  2H); 
8,04  (t,  J  ¼  6,7  Hz,  2H); 7,89  (dd,  J  ¼  5,0,  2,9  Hz,  1H);  
7,77  (d,  J  ¼  5,1  Hz,  1H);  7,55  (s,  2H). 13C  NMR (101  MHz,  
DMSO-d6) δ  ppm  172,6  (C); 167,7  (C); 147,1  (C); 132,8 
(CH); 129,9  (CH); 129,5  (C); 128,2  (CH); 127,1  (CH); 
126,8  (CH); 125,0  (C). HRMS  (ESI,  m/z): рассчитано  
для C12H9N3O3S2 [M  +  Na]+  – 329,9978; найдено  –   
329,9987.

4-(3-(пиридин-2-ил)-1,2,4-оксадиазол-5-ил)
тиофен-2-сульфонамид (3). Выход – 222 мг (72%). 
Бежевое твердое вещество, tпл 239–241  °С. 1H  NMR 
(400  MHz,  DMSO-d6) δ  ppm  8,87  (s,  1H); 8,79  (d,  J  ¼   
4,5  Hz,  1H); 8,15  (d,  J  ¼  7,7  Hz,  1H); 8,10  (s,  1H); 8,06 
(t,  J  ¼  7,6  Hz,  1H); 7,97  (s,  2H); 7,64  (t,  J  ¼  5,0  Hz,  1H).  
13C  NMR  (101  MHz,  DMSO-d6) δ  ppm  171,5  (C); 168,7 (C);  
150,8  (CH); 149,0  (C); 145,9  (C); 138,2  (CH); 136,1  (CH); 
128,5  (CH); 126,7  (CH); 124,6  (C); 123,9  (CH). HRMS 
(ESI,  m/z): рассчитано для C11H8N4O3S2 [M  +  Na]+  – 
330,9930; найдено  –  330,9941.

4-(5-метил-1,2,4-оксадиазол-3-ил)бензолсуль-
фонамид (4). Выход – 206  мг (86%). Белое твердое 
вещество, tпл 214–215  °С. 1H  NMR (400  MHz, DMSO-d6) 
δ  ppm 8,18 (d, J ¼ 8,5 Hz, 2H); 8,00 (d, J ¼ 8,5 Hz, 2H);  
7,53 (s,  2H); 2,68 (s,  3H). 13C  NMR (101 MHz, DMSO-d6)  
δ  ppm  178,4  (C); 167,2  (C); 146,9  (C); 129,7  (C); 
128,0  (CH); 127,1  (CH); 12,5  (CH3). HRMS  (ESI,  m/z): 
рассчитано для С9H9N3O3S [M  +  H]+  – 240,0437; най-
дено  –  240,0433.

Культивирование клеточной линии адено­
карциномы легкого человека  А549. Клетки аде-
нокарциномы легкого человека  А549 (ЦКП  «Кол-
лекция культур клеток позвоночных», Институт 
цитологии  РАН) культивировали в среде (далее 
«полная» среда) ДМЕМ («Gibco», США) с добав-
лением 10%  инактивированной бычьей эмбрио-
нальной сыворотки (FBS; «Gibco») без применения 
антибиотиков. Пересев клеток проводили с ис-
пользованием раствора, содержащего 0,25%  трип-
сина, и раствора Версена (0,02%  ЭДТА) в соот-
ношении 1/3 («Биолот», Россия). В  эксперименте 
по клеточной миграции клетки линии  А549 под-
вергались химически-индуцированной гипоксии 
с использованием известного миметика гипоксии 
CoCl2 (С  =  100  мкМ)  [21–23]. Остальные экспери-
менты проводили в условиях физиологической 
гипоксии при 1%-ном содержании кислорода в 
газовой смеси. В качестве контроля использовали 
клетки, к которым добавляли  ДМСО (финальное 
разведение  – 1  :  1000), т.к.  исследуемые соедине-
ния 1–4 были растворены  в  ДМСО.

Цитотоксичность. Изучение цитотоксично-
сти соединений 1–4 и гефитиниба проводилось 
с использованием реагента МТТ (3-(4,5-диметил-
тиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид) на 
клетках линии  А549. Клетки культивировали в 
CO2-инкубаторе при +37  °С в увлажненной атмо-
сфере, содержащей воздух и 5%  CO2, в полной 
питательной среде. В  результате взаимодействия 
МТТ с NAD(F)Н-зависимыми клеточными оксидо-
редуктазами образуется окрашенный продукт  – 
формазан с максимумом поглощения при длине 
волны 540  нм, содержание которого пропорцио-
нально количеству жизнеспособных клеток. Для 
проведения эксперимента клетки открепляли 
от культуральных флаконов, проводили подсчет 
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числа клеток на анализаторе жизнеспособности 
клеток Luna-II («Logos Biosystems», Южная Корея), 
затем клетки переносили в 96-луночный планшет 
(«Thermo Scientific», США) и инкубировали в тече-
ние ночи в CO2-инкубаторе: за это время происхо-
дило прикрепление клеток к поверхности лунок 
(в каждую лунку вносили 5000  клеток в 200  мкл 
полной среды). Клетки инкубировали в течение 
24  ч в условиях физиологической гипоксии, после 
чего в лунки добавляли растворы, содержащие 
соединения 1–4 и/или гефитиниб. Клетки инкуби-
ровали в планшетах в течение 48  ч в CO2-инкуба-
торе при +37  °С. По  окончании инкубационного 
периода культуральную среду удаляли путем ин-
вертирования планшета. Далее, в лунки вносили 
100  мкл полной среды DMEM-F12 и 20  мкл МТТ-
реагента, и планшеты с клетками инкубировали 
в течение 1  ч в CO2-инкубаторе при +37  °С. После 
удаления надосадочной жидкости кристаллы фор-
мазана растворяли в течение 15  мин при переме-
шивании в ДМСО (200 мкл на лунку). Поглощение 
измеряли на планшетном ридере Allsheng AMR-
100 («Allsheng», Китай). Величину IC50 рассчитыва-
ли с использованием пакета программ Graphpad 
Prism («GraphPad Software  Inc.», США),  n  =  6.

Клеточная миграция. Скорость клеточной 
миграции изучалась в режиме реального време-
ни с использованием системы клеточного анали-
за xCELLigence RTCA DP («ACEA Biosciences», США). 
В  лунки нижней камеры CIM-планшета (CIM-
Plate  16; «ACEA Biosciences») вносили по 160  мкл 
среды ДМЕМ, содержащей 10% FBS и 100  мкМ CoCl2. 
Клетки линии  А549, предварительно инкубиро-
ванные в течение 24  ч с 100 мкМ CoCl2, переноси-
ли в лунки верхней камеры CIM-планшета (3 · 104 
клеток на лунку) в среде ДМЕМ без сыворотки 
с 100  мкМ  CoCl2 и добавляли тестируемые соеди-
нения  – гефитиниб до конечной концентрации 
10  мкМ и/или ингибиторы КАЧ  IX до конечной 
концентрации  25 или 50  мкМ. Значение импе-
данса каждой лунки автоматически регистриро-
валось системой xCELLigence каждые 15  мин в 
течение 48  ч и выражалось в виде единиц кле-
точного индекса  (КИ), отражающего изменение 
числа клеток на микроэлектронных сенсорах, 
расположенных с обратной стороны пористого 
дна лунок верхней камеры. Миграция клеток 
происходит в пределах 20–24  ч. Однако изучался 
эффект тестируемых соединений за период 48  ч, 
что дает дополнительную информацию об инги-
бирующей способности соединений  1 и  2. Все 
образцы анализировали в 3–4 повторах. Анализ 
полученных данных проводили с использова-
нием программного обеспечения RTCA  2.0.0.1301 
(«ACEA Biosciences»). Анализ кривых проводили 
с использованием коэффициента наклона кри-
вых  (α) и t-критерия Стьюдента.

Подготовка клеток для проточной цитомет­
рии. Для проведения анализа методом проточ-
ной цитометрии клетки линии  А549 высевали 
в чашки Петри диаметром 40  мм («TTP», Швей-
цария) в количестве 5 · 104  клеток в 2  мл полной 
среды и предварительно инкубировали в тече-
ние 24  ч в гипоксическом инкубаторе (содержа-
ние О2  –  1%). Спустя 24  ч среду в чашках меняли  
на среду с добавлением исследуемых ингиби-
торов (С  =  25  мкМ или 50  мкМ) и гефитиниба 
(С  =  10  мкМ). Через 24 и 48  ч клетки анализиро-
вали с использованием проточного цитометра 
CytoFLEX  S («Beckman Coulter», США). Полученные 
данные обрабатывались с использованием паке-
та программ CytExpert («Beckman Coulter»). Перед 
анализом полностью собранные трипсинизацией 
с поверхности чашек клетки в одинаковом объеме 
переносили в пробирки, содержащие кондицион-
ную среду, перемешивали и отбирали по  0,1  мл 
для определения жизнеспособности и концентра-
ции клеток. Затем к суспензии клеток добавляли 
дигидрохлорид 4′,6-диамидино-2-фенилиндола 
(DAPI; С  =  2  мкг/мл; «Sigma-Aldrich»), и суспензию 
клеток перемешивали в течение 30  сек, после 
чего анализировали на проточном цитометре. 
Проводился анализ не менее 2000 событий в коор-
динатах FSC-A log/SSC-A  log.

Анализ распределения клеток по фазам 
клеточного цикла. Анализ клеточного цикла яв-
ляется одним из методов изучения пролиферации 
клеток. Этим методом исследуются фазы клеточ-
ного цикла  – распределение клеток по G1/G0-, S- и 
G2/M-фазам клеточного цикла путем определения 
относительного содержания ДНК в клетках с ис-
пользованием ДНК-связывающего флуоресцент-
ного красителя DAPI. Клетки линии А549 трип-
синизировали, осаждали и разводили полной 
средой до концентрации 1 · 106  клеток/мл. К  полу-
ченной суспензии клеток добавлялась смесь DAPI 
(С  =  100  мкг/мл) и Triton X-100 (С  =  1%) в соотноше-
нии 1/5 («Sigma-Aldrich»). Окрашивание и пермеа-
билизацию клеток проводили в течение 1  мин 
при комнатной температуре при медленном пе-
ремешивании. Для анализа использовалось не 
менее 10  000 окрашенных клеток. Данные обра-
батывались с использованием пакета программ 
ModFit  LT («Verity Software House»,  США).

Определение активности каспаз  3/7. Актив-
ность каспаз, выявляемая при каспаза-зависимом 
апоптозе, определялась с использованием набора 
реактивов для проточной цитометрии CellEvent™ 
Caspase-3/7 Green («Invitrogen», США) в соответ-
ствии с протоколом производителя. В  состав на-
бора входит флуорогенный субстрат для активиро-
ванных каспаз  3 и  7, который состоит из пептида 
DEVD, конъюгированного с красителем, связы-
вающим  ДНК. При проникновении в клетки суб-
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страт не флуоресцирует, поскольку пептид DEVD 
ингибирует взаимодействие красителя  с  ДНК.  
При индукции апоптоза каспазы активируются и 
расщепляют пептид DEVD, что позволяет красите-
лю связываться с ДНК и флуоресцировать. После 
трипсинизации определяли концентрацию клеток, 
которые затем разводили полной средой до кон-
центрации 5 · 105  клеток/мл. После этого к 0,2  мл 
суспензии клеток линии  А549 добавляли 0,2  мкл 
реагента CellEvent™ (С  =  500  нМ). Клетки инкуби-
ровали в течение 30  мин при 37  °C в СО2-инкуба-
торе. За 5  мин до окончания инкубации добавлял-
ся раствор DAPI (С  =  2 мкг/мл) для детектирования 
доли погибших или поздних апоптотических кле-
ток. По  окончании инкубации пробы анализиро-
вались на проточном цитометре. Флуоресценция 
возбуждалась лазерами 488  нм для регистрации 
сигнала каспаз  3/7 в канале  FITC и 375  нм  – для 
регистрации сигнала  DAPI.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

С использованием кинетического метода оста-
новленного потока в нашем предыдущем иссле-
довании измерение констант ингибирования ре-
комбинантной КАЧ  IX для соединений на основе 
замещенных 1,2,4-оксадиазолсодержащих первич-
ных ароматических сульфаниламидов выявило 
серию ингибиторов-лидеров КАЧ  IX  – соединения 
1–4 со значениями констант ингибирования  (Ki), 
лежащими в наномолярном и субнаномолярном 
концентрационном диапазоне (табл.  1)  [17].

Цитотоксическое действие ингибиторов 
КАЧ  IX и гефитиниба на клетки аденокарцино­
мы легкого А549. Изучение влияния ингибиторов 
1–4, гефитиниба и их комбинированного влияния 
на жизнеспособность клеток линии  А549 прово-

дилось в условиях нормоксии и физиологической 
гипоксии (1% О2). Было установлено, что в услови-
ях физиологической гипоксии, по данным ОТ-ПЦР, 
отмечается повышение уровня экспрессии мРНК 
HIF1A в 2,1 раза и мРНК САIX – в 1,5 раза по срав-
нению с контролем (условия нормоксии) (рис.  П1 
в Приложении). На уровне белка отмечена стаби-
лизация HIF1α (повышение относительной экс-
прессии в 19  раз) в условиях физиологической 
гипоксии, которая была подтверждена методом 
иммуноблоттинга. Уровень КАЧ  IX также повы-
шается, но в меньшей степени (рис.  П2 в  При-
ложении).

В табл.  2 представлены результаты анализа 
жизнеспособности клеток линии  А549 в присут-
ствии ингибиторов 1–4 и гефитиниба в условиях 
нормоксии и физиологической гипоксии. В  экспе-

Таблица 1. Новые ингибиторы КАЧ IX

№ Структура Ki, нМ

1 0,24  ±  0,02

2 1,80  ±  0,13

3 0,39  ±  0,03

4 0,53  ±  0,04

Таблица 2. Жизнеспособность клеток линии А549 и комбинационный индекс, характеризующий эффективность 
совместного действия ингибиторов 1–4 и гефитиниба в условиях нормоксии и физиологической гипоксии

№
Нормоксия Гипоксия

Ингибитор IC50, мкМ Ингибитор  +   
гефитиниб IC50, мкМ/*CI Ингибитор IC50, мкМ Ингибитор  +   

гефитиниб IC50, мкМ/CI

1 58,3  ±  5,6 29,0  ±  3,3/0,97 45,6  ±  4,2 15,1  ±  1,6/0,92

2 60,4  ±  5,9 32,3  ±  4,1/1,01 35,4  ±  2,9 12,2  ±  1,8/0,93

3 76,1  ±  6,8 41,7  ±  2,8/1,02 45,6  ±  4,3 19,1  ±  1,8/1,01

4 – 80,3  ±  6,3/– 53,4  ±  6,6 24,1  ±  2,9/1,04
Примечание. Условия нормоксии и физиологической гипоксии (С  (гефитиниба)  =  10  мкМ, время инкуба-
ции  – 48  ч). CI  – Комбинационный индекс; *CI  <  1, CI  =  1 и CI  >  1 показывают синергизм, аддитивный эф-
фект или антагонизм действия соответственно. На  основе данных IC50 для гефитиниба, соединений 1–4 и 
их комбинации с гефитинибом были рассчитаны значения  CI. В  условиях физиологической гипоксии для 
комбинации ингибитора  1 с гефитинибом и ингибитора  2 с гефитинибом CI  <  1, что свидетельствует о си-
нергизме их действия; для комбинации ингибитора  3 с гефитинибом и ингибитора  4 с гефитинибом CI  ≈  1 
показывает аддитивное действие.
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рименте использовалась фиксированная концен-
трация гефитиниба (С  =  10  мкМ), при которой он 
как моноагент не влиял на выживаемость кле-
ток в условиях нормоксии и физиологической 
гипоксии. Как видно из табл.  2, сочетанное дей-
ствие ингибиторов 1–3 и гефитиниба в условиях 
нормоксии приводит к снижению величины IC50 

в 2  (ингибитор  1), 1,9  (ингибитор  2) и 1,8  (инги-
битор  3)  раза соответственно по сравнению с 
индивидуальными ингибиторами 1–3. В  услови-
ях физиологической гипоксии комбинированное 
действие приводит к уменьшению величины IC50 

в 3  (ингибитор  1), 2,9  (ингибитор  2), 2,4  (ингиби-
тор  3) и 1,6  (ингибитор  4) раза соответственно 
по сравнению с индивидуальными ингибитора-
ми  1–4.

Селективность цитотоксического действия 
ингибиторов 1–4 была изучена на клетках линии 
ARPE-19 (линия клеток пигментного эпителия 
сетчатки глаза человека) в условиях физиологи-
ческой гипоксии. Выживаемость клеток линии 
ARPE-19 для ингибиторов 1–4 (С  =  50  мкМ) состав-
ляла 72,3%, 83,0%, 92,3% и 95,1% соответственно 
(рис.  П3 в  Приложении).

Влияние ингибиторов КАЧ  IX и гефитиниба 
на миграцию клеток аденокарциномы легкого 
А549 в условиях гипоксии (100  мкМ  CoCl2). Од-
ной из основных причин прогрессирования рака 
является возникновение метастазов, которые мо-
гут распространяться на другие органы и ткани. 
Важным фактором, приводящим к формированию 
метастазов, является миграционная способность 
опухолевых клеток  [24]. Поэтому, кроме действия 
комбинаций новых ингибиторов КАЧ  IX 1–4 с 
гефитинибом на пролиферацию опухолевых кле-
ток, была проведена оценка влияния этих ком-
бинаций на миграцию клеток аденокарциномы 
легкого  А549 в условиях химически-индуциро-
ванной гипоксии. Оценку клеточной миграции 
проводили в режиме реального времени электро-
импедансным методом.

Полученные данные, оцениваемые по коэф-
фициентам наклона кривых  (α), свидетельствуют 
о том, что ингибитор  1 в концентрации 25  мкМ 
только в период до 24  ч в сочетании с гефити-
нибом (С  =  10  мкМ) снижал миграцию клеток 
линии  А549 по сравнению с эффектом индивиду-
ального гефитиниба  (рис.  1,  а; р  <  0,05). При повы-
шении концентрации ингибитора  1 до 50  мкМ в 
сочетании с гефитинибом наблюдается ингибиро-
вание миграции клеток линии А549 как за период 
24  ч  (р  <  0,01), так и за период 48  ч  (р  <  0,005) по 
сравнению как с контрольными клетками, так 
и с клетками, инкубированными в присутствии 
индивидуального гефитиниба  (рис.  1,  б). Соот-
ношение α(ДМСО)/α(ингибитор  1  +  гефитиниб) за 
24  ч составило 1,93, а за 48  ч – 1,58. В то же время 

индивидуальный ингибитор  1 в концентрации 
50  мкМ также уменьшал миграционную актив-
ность клеток по сравнению с контрольными 
клетками в период первых суток.

Ингибитор  2 в концентрации 25  мкМ в ком-
бинации с гефитинибом снижал миграционную 
активность клеток как в течение 24  ч  (р  <  0,05), 
так и за 48  ч  (р  <  0,05) по сравнению с индиви-
дуальным гефитинибом  (рис.  2,  а). Соотношение 
α(ДМСО)/α(ингибитор  2  +  гефитиниб) за 24  ч со-
ставляло  1,36. Однако после 30  ч эксперимента 
данный эффект исчезал. Через 24  ч эксперимента 
не было выявлено отличий в миграции клеток 
линии  А549 под действием ингибитора  2 в кон-
центрации 50  мкМ по сравнению с контроль-
ными клетками, но в сочетании с гефитинибом 
ингибитор  2 снижал миграционную активность 
клеток (р  <  0,005; рис.  2,  б). Соотношение α(ДМСО)/
α(ингибитор  2  +  гефитиниб) за 24 ч составляло 1,8.

Ингибитор  3 в концентрациях 25  мкМ (рис. 3, а) 
и 50  мкМ  (рис.  3,  б) в сочетании с гефитинибом 
действовал на миграционную активность клеток 
линии А549 так же, как и индивидуальный гефи-
тиниб (хотя в начальный период эксперимента 
наблюдается небольшое подавление клеточной 
миграции) за период 24  ч и 48  ч. Индивидуаль-
ный ингибитор  3 за общий период времени 48  ч 
не влиял на миграцию клеток линии  А549 по 
сравнению с контролем  (рис.  3,  а  и  б).

Ингибитор  4 в концентрации 25  мкМ в соче-
тании с гефитинибом в первые 24  ч демонстри-
рует тенденцию к ингибированию клеточной 
миграции, однако никаких значимых отличий 
не наблюдается между кривыми (рис.  4,    а). В сле-
дующие сутки клетки, культивируемые как в 
присутствии индивидуального гефитиниба, так 
и гефитиниба в комбинации с ингибитором  4, 
на биосенсорах регистрируются в большем коли-
честве по сравнению с контролем и клетками, 
обработанными только ингибитором  4  (рис.  4,  а). 
Ингибитор  4 в концентрации 50  мкМ в сочета-
нии с гефитинибом в первые 24  ч ингибирует 
миграцию клеток по сравнению с контрольными 
клетками (р  <  0,05) и с клетками, обработанны-
ми только гефитинибом  (р  <  0,05), соотношение 
α(ДМСО)/α(ингибитор  4  +  гефитиниб) за 24  ч со-
ставило  1,34. После 30  ч эксперимента характер 
наклона кривой для ингибитора  4  (С  =  50  мкМ) и 
гефитиниба меняется, демонстрируя увеличение 
КИ до уровня, сравнимого с таковым для клеток, 
обработанными только ингибитором  4, а также 
контрольных клеток  (рис.  4,  б).

Несмотря на то что ингибиторы  1 и  2 в кон-
центрациях 25  мкМ и 50  мкМ в комбинации с ге-
фитинибом (10  мкМ) и по отдельности значитель-
но снижают миграционную подвижность клеток в 
первые 24  ч, позднее во всех случаях наблюдается 
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Рис. 1. Эффект ингибитора  1 и гефитиниба на ми-
грацию клеток линии  А549 в зависимости от кон-
центрации ингибитора  1 и времени культивиро-
вания. а  – Инкубация с гефитинибом  (10  мкМ) и 
ингибитором  1  (25  мкМ), добавленным к клеткам 
перед началом измерения клеточного индекса  (КИ); 
б  – инкубация с гефитинибом  (10  мкМ) и ингибито-
ром  1  (50  мкМ), добавленным к клеткам перед на-
чалом измерения  КИ. Показаны результаты одного 
репрезентативного измерения из трех разных экспе-
риментов

Рис. 2. Эффект ингибитора  2 и гефитиниба на ми-
грацию клеток линии  А549 в зависимости от кон-
центрации ингибитора  2 и времени культивиро-
вания. а  – Инкубация с гефитинибом  (10  мкМ) и 
ингибитором  2  (25  мкМ), добавленным к клеткам 
перед началом измерения клеточного индекса  (КИ); 
б  – инкубация с гефитинибом  (10  мкМ) и ингибито-
ром  2  (50  мкМ), добавленным к клеткам перед на-
чалом измерения  КИ. Показаны результаты одного 
репрезентативного измерения из трех разных экспе-
риментов

увеличение  КИ. Действительно, миграция клеток 
обычно происходит в период 20–24  ч, а позднее, 
помимо миграции, вклад в повышение КИ может 
давать клеточная пролиферация. Это объясняет 
временный положительный эффект от химио-
терапии различными противоопухолевыми пре-
паратами, в том числе и гефитинибом. Таким 
образом, опухолевые клетки приобретают резис-
тентность к гефитинибу, и по прошествии некото-
рого времени заболевание начинает прогрессиро-

вать [9]. Интерпретируя результаты эксперимента 
за последние 24  ч, а именно увеличение  КИ, 
также нельзя исключать вероятность спонтан-
ного метастазирования. В  клинической практике 
встречаются случаи, когда монотерапия противо-
опухолевым препаратом вызывала повышенную 
миграцию раковых клеток. Так, сунитиниб зна-
чительно подавлял рост первичной опухоли, но 
усугублял ее гипоксию, тем самым увеличивая 
метастазирование  [25].
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Рис. 3. Эффект ингибитора  3 и гефитиниба на ми-
грацию клеток линии  А549 в зависимости от кон-
центрации ингибитора  3 и времени культивиро-
вания. а  – Инкубация с гефитинибом  (10  мкМ) и 
ингибитором  3  (25  мкМ), добавленным к клеткам 
перед началом измерения клеточного индекса  (КИ); 
б  – инкубация с гефитинибом  (10  мкМ) и ингиби-
тором  3  (50  мкМ), добавленным к клеткам перед на-
чалом измерения  КИ. Показаны результаты одного 
репрезентативного измерения из трех разных экспе-
риментов

Рис. 4. Эффект ингибитора  4 и гефитиниба на ми-
грацию клеток линии  А549 в зависимости от кон-
центрации ингибитора  4 и времени культивиро-
вания. а  – Инкубация с гефитинибом  (10  мкМ) и 
ингибитором  4 (25  мкМ), добавленным к клеткам 
перед началом измерения клеточного индекса  (КИ); 
б  – инкубация с гефитинибом  (10  мкМ) и ингиби-
тором  4  (50  мкМ), добавленным к клеткам перед на-
чалом измерения  КИ. Показаны результаты одного 
репрезентативного измерения из трех разных экспе- 
риментов

По совокупности проведенных исследова-
ний можно заключить, что ингибиторы  1, 3 и  4 
в концентрациях 25  мкМ и 50  мкМ не изменяют 
миграционной активности клеток линии адено-
карциномы легкого человека А549, кроме эффекта 
ингибитора  2 в концентрации 50  мкМ, который 
проявился спустя 40  ч после начала экспери-
мента. При этом ингибиторы  1 и  2 (С  =  50  мкМ) в 
сочетании с гефитинибом (С  =  10  мкМ) проявляли 
стабильное ингибирующее действие на миграци-

онную активность клеток линии А549, кроме того, 
в случае комбинации ингибитора  1 с гефитинибом 
миграция клеток подавлялась эффективнее всего. 
Таким образом, комбинации ингибиторов КАЧ  IX 
с гефитинибом оказали большее влияние не толь-
ко на выживаемость опухолевых клеток, но и на 
их подвижность, чем эти же соединения, взятые 
по отдельности. Ввиду того что адаптация опухо-
левых клеток к гипоксическим условиям способ-
ствует выбросу метастазов, а ингибиторы КАЧ  IX 
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Рис. 5. Распределение клеток линии  А549 по фазам клеточного цикла в присутствии ингибиторов КАЧ  IX и 
гефитиниба (24 ч и 48  ч) в условиях физиологической гипоксии  (1%  О2)

эффективно действуют на метастатический по-
тенциал опухолевых клеток  [24], использование 
ингибиторов КАЧ  IX в противоопухолевой тера-
пии как части комбинационной терапии имеет 
большие перспективы.

Влияние комбинированного действия инги­
биторов КАЧ IX и гефитиниба на распределение 
клеток по фазам клеточного цикла клеток ли­
нии А549. Анализ распределения клеток по фазам 
клеточного цикла, полученный методом проточ-
ной цитометрии, показал  (рис.  5), что через 24  ч 
инкубации в условиях физиологической гипоксии 
происходит значительное накопление клеток в 
фазе  G0/G1, инкубированных в присутствии инди-
видуального гефитиниба (до 75,7  ±  0,4% клеток) и 
в сочетании с ингибитором  1 (до  78,1  ±  1,2%  кле-
ток) по сравнению с контрольными клетками 
(57,7  ±  1,8%). Действие других ингибиторов КАЧ  IX 
в сочетании с гефитинибом также оказывало 
цитостатический эффект на клетки линии  А549. 
Клетки накапливались в фазе  G0/G1, однако 
доля таких клеток была ниже по сравнению с 

действием гефитиниба, в особенности в соче-
тании с ингибитором  3 (70,8  ±  1,0%  (25  мкМ) и 
67,3  ±  0,7%  (50  мкМ) при уровне достоверности 
p  <  0,05 и p  <  0,005 соответственно), что свидетель-
ствует о разной начальной динамике прохожде-
ния клеток по фазам клеточного цикла.

Через 48  ч в присутствии гефитиниба доля 
клеток в фазе  G0/G1 возросла до 81,0  ±  1,2%. При 
совместном действии ингибиторов КАЧ  IX и гефи-
тиниба к 48  ч инкубации торможение клеток в 
фазах  G0/G1 выравнивалось во всех образцах на 
уровне 77–80%  (рис.  5).

Влияние комбинированного действия ин­
гибиторов КАЧ  IX и гефитиниба на активность 
каспаз  3/7 и апоптоз. На  рис.  6 представлены 
точечные цитограммы контрольных образцов 
клеток линии  А549 в присутствии ДМСО или 
10  мкМ  гефитиниба  (рис.  6,  а), а также ингиби-
торов  1  и  2, проявивших в сочетании с гефити-
нибом способность индуцировать апоптоз опу-
холевых клеток в условиях физиологической 
гипоксии  (рис.  6,  б  и  в).
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Рис. 6. Ингибиторы КАЧ  IX в сочетании с гефитинибом вызывают каспаза  3/7-зависимый апоптоз клеток 
линии  А549. а  – Инкубация с гефитинибом  (10  мкМ) в течение 24  ч и 48  ч; б – инкубация с гефитини-
бом  (10  мкМ) и ингибитором  1  (25 и 50  мкМ) в течение 24  ч и 48  ч; в  – инкубация с гефитинибом  (10  мкМ) 
и ингибитором 2  (25 и 50 мкМ) в течение 24 ч и 48 ч. Типы клеток: D – погибшие клетки; N – поздние апоп
тотические клетки; L  – живые клетки; A  – ранние апоптотические клетки

Ранние апоптотические клетки позициони-
руются в нижнем правом квадрате и обозначены 
как  А  (каспазы  3/7+; DAPI−), поздние апоптоти-
ческие клетки – в правом верхнем квадрате  – 
как  N  (каспазы  3/7+; DAPI+). На  цитограммах про-
слеживается дозо- и время-зависимое появление 
популяции ранних апоптотических клеток  (А), 
которое свидетельствует об активации каспаз  3/7 
в клетках линии  А549 под действием ингибито-
ров 1 и 2 (рис. 6, б и в; табл. 3). Для ингибиторов 3 
и  4 не наблюдалось появления ранних апоптоти-
ческих клеток даже через 48  ч инкубации с мо
дуляторами ответа  (табл.  3).

Изучен комбинированный цитотоксический 
эффект гефитиниба и ингибиторов КАЧ  IX  (1–4), 
а также их влияние на пролиферацию, актива-
цию каспаз  3/7 и клеточный цикл на примере 
клеточной линии аденокарциномы легкого чело-
века  А549 в условиях физиологической гипоксии. 
В  условиях физиологической гипоксии для ком-
бинации ингибитора  1 с гефитинибом и ингиби-
тора  2 с гефитинибом рассчитаны значения  CI, 
величины которых были меньше единицы, что 
свидетельствует о синергизме их действия. Уста-
новлено, что сочетание ингибиторов 1 и 2 с гефи-
тинибом вызывает гибель клеток по механизму 
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Таблица 3. Цитометрический анализ активации каспаз 3/7 в клетках линии А549 в условиях физиологической 
гипоксии  (1%  О2)

Тестируемый ингибитор, 
условия

Ранние апоптотические 
клетки, % (среднее  ±  SD)

Поздние апоптотические 
клетки, % (среднее  ±  SD)

Клеточная гибель,  
% (среднее  ±  SD)

ДМСО 24  ч
ДМСО 48  ч

0,25 ± 0,05
1,20 ± 0,47

1,53 ± 0,10
1,34 ± 0,52

0,48 ± 0,18
0,42 ± 0,14

Гефитиниб, 10  мкМ, 24  ч
Гефитиниб, 10  мкМ, 48  ч

0,17 ± 0,05
0,92 ± 0,14

2,35 ± 0,41
3,78 ± 1,26

0,51 ± 0,18
1,30 ± 0,35

№ 1

25  мкМ, 24  ч
25  мкМ, 48  ч

0,28 ± 0,02
7,79 ± 0,81

1,98 ± 0,12
3,16 ± 1,01

0,40 ± 0,10
0,39 ± 0,28

50  мкМ, 24  ч
50  мкМ, 48  ч

2,09 ± 0,47
10,95 ± 0,69

2,88 ± 0,22
2,90 ± 0,48

0,26 ± 0,10
0,38 ± 0,13

№ 2

25  мкМ, 24  ч
25  мкМ, 48  ч

1,77 ± 0,38
3,68 ± 0,37

2,72 ± 0,11
2,55 ± 0,42

0,48 ± 0,06
1,21 ± 0,30

50  мкМ, 24  ч
50  мкМ, 48  ч

4,66 ± 0,83
6,69 ± 0,55

2,20 ± 0,37
3,03 ± 0,45

1,24 ± 0,50
0,86 ± 0,07

№ 3

25  мкМ, 24  ч
25  мкМ, 48  ч

0,23 ± 0,08
0,30 ± 0,13

1,39 ± 0,45
2,04 ± 0,44

0,87 ± 0,09
2,35 ± 0,53

50  мкМ, 24  ч
50  мкМ, 48  ч

0,26 ± 0,21
0,98 ± 0,65

2,05 ± 1,33
2,05 ± 0,18

1,41 ± 0,74
1,89 ± 0,23

№ 4

25  мкМ, 24  ч
25  мкМ, 48  ч

0,44 ± 0,13
0,24 ± 0,09

3,34 ± 1,23
3,16 ± 0,10

0,42 ± 0,07
1,08 ± 0,24

50  мкМ, 24  ч
50  мкМ, 48  ч

0,33 ± 0,14
0,20 ± 0,11

2,71 ± 0,74
4,80 ± 0,47

0,46 ± 0,07
1,29 ± 0,36

каспаза  3/7-зависимомого апоптоза и угнетает 
инвазивный потенциал клеток  А549, из которых 
ингибитор  1 обладает наибольшим эффектом и 
может рассматриваться как перспективное соеди-
нение-лидер для дальнейших исследований.
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Human carbonic anhydrase isoform IX (CA  IX) plays a key role in maintaining the pH homeostasis of 
malignant neoplasms, creating a favorable microenvironment for the growth, invasion and metastasis 
of tumor cells. Recent studies have established that inhibition of the activity of CA IX, expressed on 
the surface of tumor cells, significantly increases the effectiveness of classical chemotherapeutic agents 
and makes it possible to suppress the resistance of tumor cells to chemotherapy, as well as increase 
their sensitivity to the drugs used (including reducing the required dose of cytostatics). In this work, 
we studied the ability of new CA  IX inhibitors based on substituted 1,2,4-oxadiazole-containing pri-
mary aromatic sulfonamides to potentiate the cytostatic effect of gefitinib (a selective inhibitor of the 
tyrosine kinase domain of the epidermal growth factor receptor) under hypoxic conditions. In this 
work, we studied the combined effect of gefitinib and CA  IX inhibitors – 4-(3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-
5-yl)thiophene-2-sulfonamide  (1), 4-(5-(thiophene-3-yl)-1,2,4-oxadiazol-3-yl)benzenesulfonamide  (2), 
4-(3-(pyridin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)thiophene-2-sulfonamide  (3) and 4-(5-methyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)
benzenesulfonamide  (4) on cytotoxicity, proliferation, activation of caspases 3/7 and cell cycle using 
the example of human lung adenocarcinoma cell line A549 under conditions of hypoxia. It was found 
that combination of compounds 1 and 2 with gefitinib inhibits the invasive potential of A549 cells, of 
which inhibitor  1 had the greatest effect and can be considered as a promising candidate for further 
research.
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Белок ядерного экспорта (NEP) вируса гриппа А, являющийся одним из ключевых компонентов 
жизненного цикла вируса, может рассматриваться в качестве перспективной модели для изуче-
ния особенностей образования амилоидов вирусными белками. С  помощью атомно-силовой 
микроскопии проведены сравнительные исследования агрегационных свойств рекомбинант-
ных вариантов NEP, в том числе белка природной структуры, а также модифицированных 
вариантов с N- и C-концевыми His6-содержащими аффинными фрагментами. Все варианты 
белка в физиологических условиях способны образовывать агрегаты различной морфологии: 
мицеллоподобные наночастицы, гибкие протофибриллы, жесткие фибриллярные агрегаты ами-
лоидного типа и др. Присоединенный к С-концу His6-содержащий фрагмент оказывает наиболь-
шее влияние на кинетику агрегации и морфологию наночастиц, что свидетельствует о важной 
роли С-концевого домена в процессе самосборки белка. Моделирование методом молекулярной 
динамики не выявило существенного влияния His6-содержащих фрагментов на структуру бел-
ка, но продемонстрировало некоторые различия в подвижности этих фрагментов, что может 
объяснять наблюдаемые различия в кинетике агрегации различных вариантов NEP. Рассмо-
трены гипотетические механизмы образования и взаимопревращения различных агрегатов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: вирус гриппа А, белок ядерного экспорта NEP, агрегация белков, полигисти-
дин-содержащие концевые добавки, атомно-силовая микроскопия.

DOI: 10.31857/S0320972524120073 EDN: IFCIAD

Принятые сокращения: АСМ  – атомно-силовая микроскопия; МД  – молекулярная динамика; NEP  – бе-
лок ядерного экспорта; NEP-C и NEP-N  – рекомбинантные белки NEP c (His)6-содержащим фрагментом на  
C- и  N-концах соответственно; RMSD  – среднеквадратическое отклонение.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Вирус гриппа  А является причиной острых 
респираторных заболеваний, приводящих зача-
стую к тяжелым осложнениям. По  данным Все-
мирной организации здравоохранения, ежегодное 
число заболеваний в мире приближается пример-
но к  1  млрд, из них с летальным исходом  – при-

мерно 600  000–700  000 (Глобальная программа по 
гриппу Всемирной организации здравоохранения; 
https://www.who.int/tools/flunet). Выявление инфек-
ционных факторов, влияющих на протекание за-
болевания и его тяжесть, является необходимым 
этапом разработки терапевтических подходов.  
Одним из чрезвычайно перспективных с этой 
точки зрения объектов в составе вируса гриппа А 
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является малоизученный белок NEP (nuclear export 
protein  – белок ядерного экспорта), который уча-
ствует в регуляции ряда важнейших процессов 
жизненного цикла вируса  [1–5]. В  предыдущих 
работах нами было обнаружено, что NEP склонен 
к самосборке в сферические агрегаты и фибрил-
лярные структуры амилоидного типа  [6,  7]. Были 
высказаны предположения относительно возмож-
ной роли этого явления на различных этапах раз-
множения вируса  [6,  8].

В литературе существует обширная инфор-
мация по амилоидообразованию эукариотиче-
ских белков, что в большинстве случаев сопря-
жено с развитием различных патологий  [9,  10]. 
В  то  же время данные об агрегации вирусных 
белков крайне немногочисленны  [11]. Однако не-
давние исследования указывают на то, что агре-
гаты вирусных белков могут служить факторами 
инфекционности  [12]. В  частности, особенности 
протекания вирусной инфекции Covid-19 увязы-
вают с амилоидной агрегацией ряда белков SARS-
CoV-2  [13–16]. В  случае вируса гриппа  А известно, 
что по крайней мере два белка, PB1-F2 и  NS1, яв-
ляющиеся ключевыми факторами вирулентности 
и участвующие в подавлении раннего иммунного 
ответа клеток, проявляют высокую склонность 
к агрегации амилоидного типа  [17–19]. Причем 
для PB1-F2 экспериментально установлено, что 
агрегаты способствуют нарушению целостности 
мембран митохондрий  [17,  20]. Еще одним пока-
зательным примером потенциально важной роли 
амилоидных агрегатов может служить белок  NSs 
вируса лихорадки Рифт-Валли, агрегаты которого 
обнаружены в различных компартментах клетки-
хозяина как на ранних, так и на поздних стадиях 
развития вирусной инфекции [21]. Таким образом, 
изучение молекулярных механизмов агрегации 
NEP позволит не только получить новые данные 
о функционировании вирусного аппарата, но и 
может послужить основой для разработки стра-
тегий целенаправленного воздействия на этот 
процесс в рамках поиска новых терапевтических 
препаратов.

Для проведения различных структурно-функ-
циональных исследований чрезвычайно важно 
располагать высокочистыми препаратами белков. 
Широкое распространение получил метод аффин-
ной хроматографии с использованием концевых 
His6-содержащих аффинных фрагментов  [22]. Од-
нако наличие таких дополнительных коротких 
последовательностей (тегов) может оказывать 
влияние на физико-химические и биологические 
свойства белка, а также на его функцию  [23–25]. 
Влияние размера, положения и типа аффинного 
тега на процесс агрегации белков в настоящее 
время изучено недостаточно, и существующие 
данные весьма противоречивы  [24,  26,  27]. Напри-

мер, в некоторых исследованиях показано, что 
положение тега (N-концевое или С-концевое) мо-
жет влиять на склонность белка к агрегации  [24, 
25, 27–29], хотя в других случаях такого эффекта 
не наблюдается  [28,  29]. Роль размера тега также 
остается неопределенной: в некоторых случаях 
его увеличение приводит к возрастанию склон-
ности белка к агрегации, в то время как для дру-
гих белков размер тега не оказывает значитель-
ного влияния  [25,  28–30]. Эти аспекты требуют 
дальнейшего систематического изучения для раз-
работки единой концепции влияния аффинных 
тегов на агрегацию белков.

Ранее нами были получены рекомбинант-
ные варианты NEP с His6-тегами на N- и С-кон-
цах (NEP-N и NEP-C), а также препарат, полностью 
соответствующий природной структуре (амино-
кислотная последовательность штамма A/Puerto 
Rico/8/1934 (H1N1))  [31]. Предварительные резуль-
таты показали склонность всех вариантов белка 
к агрегации [6, 7]. Целью данной работы являлось 
более детальное исследование влияния упомя-
нутых концевых добавок на характер агрегации 
вариантов NEP с использованием атомно-силовой 
микроскопии (АСМ). Оказалось, что вариант NEP-C 
демонстрирует наиболее высокие агрегационные 
свойства, что позволяет использовать этот вари-
ант белка как удобную модель для изучения раз-
личных аспектов амилоидообразования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и электрофоретический анализ 
белка. Конструирование экспрессионных сис
тем и выделение очищенных препаратов NEP, 
NEP-N и NEP-C описано в работах Golovko  et  al. 
[6,  31]. Концентрированные препараты белков 
(6–7  мкг/мкл) хранили при 4  °C в буферном раство-
ре, содержащем 20  мМ  Hepes (pH  7,2) и 0,5 М NaCl,  
и использовали в дальнейшем для изучения аг-
регации с варьированием условий инкубации.  
Аликвоты белковых препаратов (концентрация  –  
~1,5  мкг/мкл) непосредственно после выделе-
ния, а также после выдерживания при 4  °С в 
течение 3  мес. в буферном растворе, содержащем 
20  мМ  Hepes (pH  7,2) и 0,15 М NaCl, анализировали 
с помощью ДСН-ПААГ по методу Laemmli  [32] с 
использованием 15%-ного разделяющего ПААГ. 
Гели окрашивали Кумасси G-250. В  качестве бел-
кового маркера молекулярной массы использо-
вали PageRuler Prestained Protein Ladder («Thermo 
Scientific»,  США).

Атомно-силовая микроскопия. Для АСМ-ис-
следования белка аликвоты 5–10  мкл концентри-
рованного раствора белка разбавляли в 10–100 раз 
деионизованной водой или буфером, содержащим 
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10  мМ  Tris-HCl (pH  7,0) и 10  мМ  NaCl. Разбавлен-
ный белок (10  мкл) наносили на поверхность 
свежесколотой слюды на 5–10  мин, после чего 
высушивали в потоке воздуха. АСМ-исследова-
ния проводили на атомно-силовом микроскопе 
Nanoscope III A «Digital Instruments», США) в режи-
ме прерывистого контакта на воздухе с использо-
ванием коммерческих кантилеверов HA_NC (кон-
станты жесткости  – ~11,5 и 5,3  Н/м; резонансная 
частота  – ~254 и 152  кГц; «Типснано», Россия). 
Обработку изображений проводили в программе 
Фемтоскан (Центр перспективных технологий, 
Россия)  [33].

Молекулярная динамика. Полноразмерная 
структура для природной формы NEP была пред-
сказана с помощью программы AlphaFold2  [34]. 
Далее, моделирование проводили в программной 
среде GROMACS  [35] методом молекулярной дина-
мики  (МД) в воде в присутствии 150  мМ  NaCl в 
течение 100  нс при 300  К для получения равно
весной конформации, после чего белок нагре-
вали в течение 3  нс до 500  К методом имитации 
отжига. Далее, фиксировали положение остатков 
64–121 и моделировали белок при 500  К в тече-
ние 20  нс. Это привело к частичному разрушению 
α-спиралей на N-концевых участках белка. Итого-
вую структуру использовали в качестве началь-
ной для МД-моделирования в течение 200  нс. 
Модификации N- и С-концов проводили в графи-
ческом молекулярном редакторе. NEP-N был полу-
чен путем добавления аминокислотной последо-
вательности MHHHHHHSGGT к первому остатку, 
а NEP-C был получен путем добавления амино-
кислотной последовательности DPGSHHHHHHL к 
последнему остатку белка NEP штамма  A/Puerto 
Rico/8/1934 (H1N1) (запись в UniProt: P03508) в 
конформации, полученной нами по описанному 
выше протоколу.

Далее, белки моделировали в течение 200  нс 
в воде в присутствии 150  мМ  NaCl при темпера-
туре 300  К. Размеры ячейки составляли 729  нм3 
для всех трех изоформ. Использовалось силовое 
поле CHARMM36  [36] и модель воды  TIP3P. Про-
дуктивная стадия моделирования проводилась 
в NPT-ансамбле с шагом интегрирования 2  фс. 
Для термостатирования использовалась модель 
V-rescale, для баростатирования – C-rescale. Радиу-
сы обрезания кулоновских и ван-дер-ваальсовых 
сил составляли  1,2  нм.

Из траекторий продуктивного моделирования 
утилитой gmxsham получали ландшафты энер-
гии Гиббса относительно первой и второй глав-
ных компонент. Из  полученного ландшафта для 
каждой траектории извлекали все конформации, 
для которых энергия Гиббса имела минимальное 
значение. Репрезентативные структуры получали 
с помощью кластеризации по алгоритму  DBSCAN.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для получения рекомбинантных вариантов 
полноразмерного белка NEP (121  а.о., 14  500  Да) как 
природной структуры, так и содержащих аффин-
ные His6-теги, NEP-N (MHHHHHHSGGT на N-конце) 
и NEP-C (DPGSHHHHHHL на С-конце)  (рис.  1,  a), 
были использованы бактериальные экспресси-
онные системы, описанные ранее  [31]. Чистота 
полученных препаратов, а также их склонность 
к агрегации были продемонстрированы электро-
форезом в 15%-ном ДСН-ПААГ. На  рис.  1,  б пока-
зан анализ белковых растворов непосредственно 
после выделения (дорожки 1–3), а также после ин-
кубации в течение 3  мес. при 4  °С (дорожки 4–6). 
Во  всех случаях наблюдается накопление устой-
чивых к ДСН агрегатов, причем для NEP-C это 
накопление заметно выше, чем для других двух 
препаратов. Известно, что таким свойством  – 
устойчивостью к ДСН – обладают агрегаты амило-
идного типа. Также следует отметить, что замет-
ной деградации самих мономеров не наблюдается 
даже при длительной инкубации.

В настоящее время ведутся всесторонние ис-
следования различных аспектов амилоидообразо-
вания как in  vitro, так и in  vivo с использованием 
широкого арсенала физико-химических методов,  
генно-инженерных, молекулярно-биологических, 
микробиологических и клеточных технологий 
[37,  38]. Одним из наиболее плодотворных подхо-
дов к изучению агрегации белков in vitro является 
атомно-силовая микроскопия, которая позволяет 
не только визуализировать объекты в нанометро-
вом диапазоне, изучать морфологию и взаимо-
превращение наночастиц, но и получать количе-
ственные данные о ходе того или иного процесса 
(оценивать эффективность процесса, кинетику 
накопления продуктов, и  т.д.)  [39]. В  связи с этим 
метод АСМ был выбран в качестве основного для 
изучения особенностей агрегации в исследуемой 
системе.

На рис.  2–4 приведены АСМ-изображения 
наночастиц, присутствующих в растворах NEP, 
NEP-N и NEP-C. Во  всех случаях наблюдается ге-
терогенная смесь мономеров и более крупных 
частиц с различной морфологией. При этом в 
случае всех трех вариантов белка NEP наблюда-
ются заметные различия в скорости агрегации, 
в морфологии и размерах наночастиц, а также 
в  соотношении образующихся продуктов.

Агрегация белка природной структуры NEP 
происходит относительно медленно с формирова-
нием различных по морфологии агрегатов, пред-
положительно, по такому пути. В  первые сутки 
преобладают мономеры, а также малые олигоме-
ры  (рис.  2,  а  и  б) высотой до ~10  нм  (рис.  2,  ж), 
которые в результате «слипания» формируют  
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Рис. 1. Рекомбинантные варианты белка NEP, исследованные в работе. a  – Схематическое изображение. 
В  структуре белков прямоугольниками отмечены α-спирали C1 и С2 (по данным рентгеноструктурного ана-
лиза С-концевого фрагмента NEP  [24]), пунктирной линией – неструктурированная область  (НС), надписями 
«His» – полигистидин-содержащие аффинные теги MHHHHHHSGGT (для NEP-N) и DPGSHHHHHHL (для NEP-C). 
б  – Электрофоретический анализ в 15%-ном ДСН-ПААГ свежевыделенных  (I) и после выдерживания в тече-
ние 3  мес.  (II) при 4  °С препаратов NEP  (дорожки  1 и  4), NEP-N  (дорожки  2 и  5) и NEP-C  (дорожки  3 и  6);  
М  – белковые маркеры молекулярной массы

агрегаты зернистой структуры  (рис.  2,  в  и  г). 
Последние могут принимать разнообразные 
формы: сферические (так называемые «фрамбо-
идные»;  рис.  2,  в), короткие вытянутые (фибрил-
лярные) с неравномерной структурой (рис.  2,  в  и  г), 
кольцевые (рис. 2, г). Помимо этого, постепенно в 
результате слияния зернистых структур образуют-
ся «гладкие» мицеллоподобные агрегаты диамет-
ром от 15–40  нм  (рис.  2,  б) до 50–60  нм (рис.  2,  д), 
а также жесткие фибриллярные структуры ами-
лоидного типа  (рис.  2,  е).

Значительная агрегация NEP-N наблюдается 
уже в первые сутки после выделения препара-
та  (рис.  3,  а  и  б). В  смеси присутствует большое  
количество глобулярных частиц различного раз-
мера, высота которых варьирует от 1  нм, что со-
ответствует мономерам белка, до 50 нм (рис.  3,  г), 
что соответствует крупным агрегатам. Проме-
жуточные по размерам частицы представляют 
собой различные мультимеры белка, причем 
часть из них образует зернистые структуры (кон-
гломераты;  рис.  3,  а). Присутствует значительное 
количество вытянутых фибриллярных структур  

(типа «бусы на нити» [40]), состоящих из слипших-
ся олигомеров с высотой «бусин» около 5,5–6  нм 
(рис.  3,  б). Кроме того, в растворе накапливают-
ся также жесткие равномерные палочкообраз- 
ные фибриллы длиной до 1  мкм и высотой 
~5  нм  (рис.  3,  в). Таким образом, наличие His6-со-
держащего фрагмента на N-конце, по всей види-
мости, меняет кинетику агрегации NEP, но при 
этом формируются весьма сходные по структуре 
наночастицы: мультимеры, зернистые структуры, 
крупные сферические агрегаты, червеобразные 
и  палочкообразные фибриллы.

Агрегация NEP-С протекает с заметно более 
высокой эффективностью, чем в случае других 
вариантов белка: в растворе уже в течение пер-
вых часов после выделения образуются в большом 
количестве крупные мицеллоподобные агрегаты 
(фракции с диаметром 10–30  нм;  рис.  4,  а  и  д), 
которые затем в течение 12–24  ч трансформиру-
ются в гибкие червеобразные фибриллы с морфо-
логией «бусы на нити» длиной до  500  нм. При 
этом высота бусин (2,5–3,5  нм;  рис.  4,  б) меньше,  
чем в случае NEP-N  (рис.  3,  б).
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Рис. 2. АСМ-изображения природного белка NEP и его агрегатов. а  и  б  –  Срок хранения препарата после 
выделения составляет несколько часов (т.е.  исследованы в день выделения). в–е  –  Срок хранения препа-
рата после выделения составляет 5  мес. д  –  Присутствует эффект двоения изображения. Снизу приведе-
ны профили поверхности вдоль линий на соответствующих АСМ-изображениях. Вставки на панелях (а) 
и  (в) представляют собой увеличенные области поверхности, выделенные квадратом (размер вставок 
300  ×  300 и 150  ×  150  нм2 для  (а) и  (в) соответственно). ж  –  Гистограмма распределения высот объектов  
на панели  (а)
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Рис. 3. АСМ-изображения белка NEP-N и его агрегатов. Срок хранения препарата после выделения состав-
лял 1  день  (а  и  б) и 10  дней  (в). Снизу приведены профили поверхности вдоль линий на соответствую-
щих АСМ-изображениях. Вставка на панели  (б) представляет собой увеличенную область поверхности, 
выделенную квадратом (размер вставки 250  ×  250  нм2). г  –  Гистограмма распределения высот объектов  
на панели  (а)

Многочисленные АСМ-изображения соеди-
ненных с фибриллами мицелл предполагают, что 
именно мицеллы генерируют фибриллы, причем 
наблюдаются также разветвленные структуры, 
т.е.  когда несколько фибрилл соединены с одной 
мицеллой (рис.  4, б). В одной и той же смеси мож-
но различить фибриллы с мицеллами, а также 
свободные фибриллы разной длины, что может 
свидетельствовать о протекании последователь-
ных стадий образования фибрилл: зарождение ко-
роткого отростка, рост фибриллы, отдельно лежа-
щие фибриллы  (рис.  4,  б  и  в). Подобные процессы 
были замечены и для других амилоидогенных 
белков, включая такие, как пептид бета-амило-
ид  (Аβ), α-синуклеин, прион PrP мыши, транс-
тиретин и  др.  [41–44]. На  более поздних стадиях 
наблюдается присутствие палочкообразных агре-
гатов  (рис.  4,  г).

Полученные результаты схематично проил-
люстрированы на  рис.  5. Можно утверждать, что  

на начальных этапах во всех случаях в растворах, 
помимо мономеров, наблюдаются малые олиго-
меры  (от  2–3 до  10  нм). По  мере дальнейшего 
выдерживания препаратов при 8–20  °С (период 
наблюдения составлял от  1 до 150  суток) накап-
ливаются фракции более крупных агрегатов, име-
ющих сферическую форму, а также вытянутые 
фибриллярные структуры. Последние представ-
лены по крайней мере двумя морфологическими 
типами: гибкие фибриллы (протофибриллы), а 
также более жесткие палочкообразные структуры 
(высотой ~5 нм), соответствующие по морфологии 
зрелым амилоидам  [45,  46].

При анализе сходства и различий в харак-
тере агрегации исследуемых белков необходимо 
учитывать особенности структуры белка, а также 
возможные механизмы формирования различ- 
ных агрегатов.

Особенности структуры белка NEP. Согласно 
данным литературы, в молекуле NEP различают 
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Рис. 4. АСМ-изображения белка NEP-С и его агрегатов. Срок хранения препарата после выделения состав-
лял 1  день  (а), 8  дней  (б  и  в) и 14  дней  (г). Снизу приведены профили поверхности вдоль линий на соот-
ветствующих АСМ-изображениях. Вставка на панели  (б) представляет собой увеличенную область поверх-
ности, выделенную квадратом (размер вставки 65  ×  100  нм2). д – Гистограмма распределения высот объектов 
на панели  (а)
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Рис. 5. Схема, иллюстрирующая формирование различных агрегатов трех вариантов белка NEP с течением 
времени

протяженную неструктурированную N-концевую 
область и высокоструктурированный C-концевой 
домен, включающий амфифильную шпильку из 
двух антипараллельных α-спиралей: С1 (обогащена 
гидрофильными а.о.) и С2  (обогащена гидрофобны-
ми  а.о.)  [47]  (рис.  1,  а). Такая структура типична 
для большинства агрегирующих белков  [38]. Кро-
ме того, важным фактором образования амилоид-
ных фибрилл является наличие так называемых 
амилоидогенных участков, обогащенных гидро-
фобными аминокислотными остатками  [48]. Био-
информатический анализ последовательности 
NEP, проведенный нами ранее, показал, что наи-
более амилоидогенной областью является С-кон-
цевая α-спираль, включающая высокогидрофоб-
ный участок 95–121  а.о.  [7]. Таким образом, белок 
NEP обладает набором характерных структурных 
элементов, способствующих образованию структу-
рированных агрегатов различной морфологии [49].

Для изучения влияния концевых His6-содер-
жащих фрагментов на стабильность структуры 
белковых мономеров и их агрегационные свой-
ства было предпринято компьютерное моделиро-
вание методом МД поведения трех исследуемых в 
настоящей работе вариантов белка: NEP (121  а.о.), 
NEP-N  (132  а.о.) и NEP-C  (132  а.о.). Как упомина-
лось ранее, в литературе имеются данные рент-
геноструктурного анализа только для C-концевого 

домена белка NEP (PDB  ID: 1PD3)  [7], 63–116  а.о. 
Отсутствие таких данных для неупорядоченной 
N-концевой области не исключает возможности 
ее фолдинга при определенных условиях. Следует 
отметить, что ранее  [6] нами уже были предпри-
няты попытки смоделировать самосборку вариан-
тов белка NEP. В частности, с использованием про-
граммы TASSER была реконструирована структура 
мономеров и продемонстрирована возможность 
образования коротких олигомеров-кластеров во 
всех случаях. При этом строгой закономерности 
в  формировании кластеров не наблюдалось.

Современные достижения в области молеку-
лярного моделирования, включая методы искус-
ственного интеллекта, позволяют с гораздо боль-
шей степенью достоверности реконструировать 
структуру неупорядоченных областей. Примеры 
таких реконструкций имеются в литературе 
для ряда белков, таких как α-синуклеин, тау и 
TDP-43 [50,  51]. В  данной работе мы применили 
подобные подходы для предсказания структуры 
недостающей части белка NEP с помощью про-
граммы AlphaFold2, которая решает задачи рекон-
струкции пространственного фолдинга на основе 
первичной структуры  [34,  52]. Предсказанная та-
ким образом структура NEP представляет собой 
4  попарно параллельных α-спирали, включаю-
щие остатки 8–21, 29–49, 55–86, 94–119  (рис.  6,  а).  



ВЛИЯНИЕ КОНЦЕВЫХ ДОБАВОК НА АГРЕГАЦИЮ БЕЛКА 2113

БИОХИМИЯ том 89 вып. 12 2024

Рис. 6. Репрезентативные трехмерные структуры молекул NEP  (а), NEP-N  (б) и NEP-C  (в), полученные в ре-
зультате моделирования (200  нс) методом  МД. Указано положение N- и С-концевых областей

Поскольку такая укладка противоречит экспе-
риментальным данным, свидетельствующим о 
неупорядоченности структуры N-концевой ча-
сти  NEP, была предпринята попытка разрушить 
вторичную структуру в той части белка, кото-
рая соответствует неупорядоченному домену 
(1–63  а.о.). Для этого повышали температуру 
системы до 500  К, а затем проводили модели-
рование при этой температуре в течение 20  нс, 
зафиксировав координаты упорядоченной части 
(64–121  а.о.). Оказалось, что, в целом, α-спирали 
в области 1–63  а.о. обладают достаточно высокой 
стабильностью. Однако при нагреве наблюдается 
начало α  →  β-перехода, характерного для амилоид-
ных белков: между остатками 17–20 и 22–25 обра-
зовывалась β-складка  [53].

Реконструированная модель природного бел-
ка NEP  (рис.  6,  а) была использована в качестве 
стартовой для получения структуры модифициро-
ванных форм NEP-N и NEP-C, несущих концевые 

аффинные His6-содержащие фрагменты. Резуль-
таты моделирования в течение 200  нс  (рис.  6) 
демонстрируют, что все три изоформы белка до-
статочно стабильны, о чем свидетельствуют отно-
сительно низкие значения среднеквадратической 
флуктуации  (RMSF) и среднеквадратического от-
клонения  (RMSD)  (табл. 1). При этом наибольшую 
подвижность демонстрировали аффинные теги. 
Так, значения RMSD были существенно выше 
для модифицированных форм NEP по сравнению 
с  природной формой  (рис.  6; табл.  1, строки  1–3). 
Это связано с присутствием неструктурированно-
го аффинного тега, который вносит наибольший 
вклад в наблюдаемые различия. Следует отметить, 
что значения RMSD, подсчитанные для области 
1–121  а.о., у NEP и NEP-N одинаковые, а у NEP-С 
даже ниже, чем у природной формы, что говорит о 
некотором стабилизирующем эффекте С-концевой 
His6-последовательности на пространственную 
структуру белка NEP-С  (табл.  1,  строки  1,  4  и  5).

Таблица 1. Значения RMSD для структур вариантов белка  NEP, полученных методом  МД

Белок Анализируемый  
фрагмент, а.о.

Число анализируемых  
конформаций

RMSD, Å;
среднеквадратичное  

отклонение

NEP 1–121, весь белок 45 1,7

NEP-N 1–132, весь белок 83 3,3

NEP-C 1–132, весь белок 42 2,4

NEP-N 1–121, фрагмент 83 1,7

NEP-C 1–121, фрагмент 42 1,36
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Данные МД подтвердили наличие β-шпильки 
в области 17–25  а.о. у всех трех изоформ (рис.  6). 
Присутствие N-концевого аффинного тега у N-NEP 
в несколько раз повышало вероятность ее форми-
рования.

Таким образом, результаты моделирова-
ния методом МД трех вариантов белка NEP не 
выявили существенного влияния присоединен-
ных концевых фрагментов на общую (основную) 
структуру белка, что соответствует полученным 
ранее данным по круговому дихроизму [31]. Одна-
ко наблюдаемые некоторые различия в подвиж-
ности этих фрагментов могут оказывать влияние 
на формирование надмолекулярных структур, в 
частности, на самосборку белка. О  возможности 
агрегации по амилоидному типу всех трех белко-
вых изоформ свидетельствует обнаруженная при 
моделировании тенденция к переходу α-спиралей 
в β-структуру в N-концевой части белка.

Возможные механизмы агрегации. Как уже  
упоминалось, наблюдаемые нами различия в 
эффективности агрегации и морфологии обра-
зующихся продуктов могут быть связаны с раз-
личными путями формирования последних. Рас-
смотрим возможные механизмы образования тех 
или иных агрегатов и потенциальное влияние 
концевых добавок в случае NEP.

Мицеллоподобные агрегаты, известные 
также как «олигомеры», «мицеллы» и «амило-
сфероиды», описаны для различных амилоидоген-
ных белков  [44, 54,  55]. Их образование связано с 
амфифильной природой белковых молекул  [56]. 
В  случае NEP такой амфифильный домен лока-
лизован в С-концевой части  (см.  рис.  1,  а), благо-
даря чему все варианты белка способны генери-
ровать мицеллоподобные сферические агрегаты. 
Наибольшую эффективность в их образовании 
демонстрирует мутантный вариант NEP-C. Это, ве-
роятно, связано с влиянием полигистидин-содер-
жащего фрагмента, присоединенного к С-концу, 
который может (локально) изменять геометрию 
молекулы или способствовать дополнительным 
межмолекулярным взаимодействиям.

Гибкие фибриллярные структуры, извест-
ные как протофибриллы (включающие варианты 
«бусы на нити» и «червеобразные фибриллы»), 
считаются предшественниками зрелых амилоид-
ных фибрилл  [47]. Механизм формирования этих 
протофибрилл до конца не ясен. Такие прото-
фибриллы состоят из «бусин» диаметром от  2,5 
до  6  нм. Предполагается, что они формируются 
путем агрегации мелких олигомеров  [40, 57,  58], 
о  чем также свидетельствуют близкие размеры 
олигомеров и «бусин». Недавно были представ-
лены убедительные доказательства протекания 
такого процесса для белка ORF6 коронавируса 
SARS-CoV-2  [59].

Жесткие палочкообразные фибриллы вы-
сотой ~5  нм, обнаруживаемые в растворах всех 
трех белковых препаратов, могут соответство-
вать зрелым амилоидам  [42,  46]. Как правило, 
образование таковых идет по механизму «нуклеа-
ции», который предполагает относительно мед-
ленное формирование в растворе олигомерного 
ядра-затравки (скорость-лимитирующая стадия) 
с последующей быстрой элонгацией фибриллы 
за счет последовательного присоединения моно-
меров из раствора  [46,  60]. В  случае белка NEP-C, 
для которого характерна высокая эффективность 
агрегации, такие палочкообразные агрегаты по-
являются на более ранних этапах выдержива-
ния белка, чем в случае других вариантов белка. 
А  их общее содержание и линейные размеры 
становятся существенно больше. Это указывает 
на то, что образование амилоидов в этом случае 
может идти и по альтернативному пути, когда 
в качестве интермедиатов выступают сфериче-
ские (мицеллоподобные) агрегаты и/или образуе-
мые ими протофибриллы  [46,  49,  60]. Так, высокая 
концентрация белка в крупных мицеллоподоб-
ных агрегатах может способствовать быстрому 
образованию первичных амилоидных ядер (уско-
ренная нуклеация) с последующей ускоренной 
элонгацией фибрилл как за счет утилизации ма-
териала самих мицелл, так и за счет присоеди-
нения молекул белка из раствора  [61]. С  другой 
стороны, образующиеся в большом количестве 
протофибриллы могут трансформироваться в зре-
лые амилоиды либо за счет конформационной 
перестройки белковых молекул и постепенным 
уплотнением (компактизацией) фибрилл  [42,  48], 
либо в результате закручивания двух и более про-
тофибрилл друг относительно друга [46]. В пользу 
этого говорит то, что высота (диаметр  – ~5  нм) 
палочкообразных агрегатов (зрелых амилоидов) 
почти в 2  раза превышает диаметр червеобраз-
ных протофибрилл (~2,5–3,5  нм;  рис.  4,  в  и  г).

Присоединенный к С-концу His6-содержащий 
фрагмент в наибольшей степени влияет на ки-
нетику агрегации и морфологию образующихся 
наночастиц, что связано с тем, что С-концевой 
домен белка, по-видимому, является ключевым 
для формирования агрегатов. При этом усиле-
ние агрегационных свойств может происходить 
как за счет локального изменения конформации 
белка, так и в результате появления дополнитель-
ных контактов между белковыми молекулами.  
В  то же время важную роль при образовании 
высокоструктурированных агрегатов может иг-
рать общая геометрия белковой молекулы, а 
именно соотношение размеров и взаимное рас-
положение доменов (гидрофильных/гидрофобных, 
структурированных/неструктурированных и  др.). 
На  это косвенно указывают некоторые эффекты, 
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наблюдаемые для ряда известных амилоидоген-
ных белков. В частности, вариант бета-амилоидно-
го пептида Аβ-42, имеющий на C-конце два допол-
нительных аминокислотных остатка, агрегирует с 
большей скоростью, чем вариант Аβ-40 [62]. Более 
того, агрегационные свойства Аβ-42 еще больше 
усиливаются в результате дополнительного при-
соединения к С-концу фрагмента, содержащего 
His6  [63]. Важность геометрических факторов под-
тверждается также выявленной корреляцией ме-
жду числом повторяющихся остатков глутамина 
в составе некоторых ассоциированных с нейро-
дегенеративными заболеваниями белков (хан-
тингтина, атаксинов и  др.) и их агрегационными 
свойствами  [64].

Немногочисленные и достаточно противо-
речивые данные о влиянии позиции и размеров 
полигистидиновых тегов в составе некоторых ре-
комбинантных белков на их склонность к самоас-
социации также могут свидетельствовать о роли 
именно соотношения размеров определенных до-
менов, участвующих в самосборке. В  частности, 
в работе Ayoub  et  al.  [30] для двух мембранных 
белков AdiC и протеородопсина было показано, 
что присоединение полигистидинового тега спо-
собствует олигомеризации белков, причем эта 
тенденция усиливается с увеличением размера 
присоединенного фрагмента. Аналогичные эффек-
ты наблюдались и для капсидного белка вируса 
ящура  [29], а также белка аквапорина  AqpZ  [28]. 
Причем в этих двух последних случаях положе-
ние полигистидин-содержащего фрагмента (на 
N- или С-конце) не оказывало значительного 
влияния на эффективность самосборки белков. 
Однако имеются работы, где склонность к агре-
гации зависит от положения тега. Например, в 
случае рекомбинантных вариантов аденилосук-
цинат-синтетазы Helicobacter pylori  [24], пневмо-
коккового поверхностного белка SP0845  [27] и 
фрагмента меразоитного белка MSP1 малярийно-
го плазмодия  [26] N-концевое положение тега (в 
отличие от С-концевого) способствует агрегации. 
В  одной из недавних работ, посвященной деталь-
ному исследованию влияния позиции и размеров 
различных встроенных участков на агрегацию 
и другие свойства ряда белков  (sfGFP, mCherry 
и  ADH), показано, что такое влияние чрезвычай-
но индивидуально и не позволяет вывести четкие 
закономерности [25]. Тем не менее все эти данные 

не противоречат высказанной в настоящей рабо-
те гипотезе о том, что изменение геометрических 
параметров (линейный размер, объем) белковых 
доменов, вызванное встраиванием дополнитель-
ных фрагментов, приводит к тем или иным эф-
фектам. Исследование особенностей структуры 
конкретного белка позволит лучше понять, как 
можно целенаправленно воздействовать на его 
свойства, включая агрегационные.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в настоящей работе было 
впервые продемонстрировано влияние His6-содер-
жащих аффинных модулей (тегов) на агрегацию 
вирусного белка NEP в зависимости от их локали-
зации на N- или С-конце. Установлено, что белок, 
содержащий такой модуль на С-конце, вблизи 
амилоидогенной области NEP, обнаруживает бо-
лее высокую склонность к агрегации, в том числе 
амилоидного типа, что делает этот вариант белка 
очень удобной моделью для изучения различ-
ных аспектов амилоидообразования. Высказаны 
также гипотезы о возможном влиянии дополни-
тельно присоединяемых участков на эффектив-
ность агрегации и морфологию образующихся  
агрегатов.
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ВВЕДЕНИЕ

Рибонуклеиновые кислоты (РНК) выполняют 
в клетке разнообразные функции: матричные, 
регуляторные и ферментативные. Функционируя 
преимущественно в виде комплексов с белками, 
РНК составляют структурную основу этих ком-
плексов, проявляя при этом ярко выраженную 
способность к обратимым конформационным 
превращениям  [1,  2]. Ранее в ходе анализа меж-
плоскостных (стэкинг) взаимодействий гетероци-
клических оснований нуклеотидов, не являющих-
ся соседями в нуклеотидной последовательности 
самых разнообразных РНК  [3,  4], мы показали, 

что с их помощью образуется мотив, широко рас-
пространённый в третичной структуре РНК. Он 
был обозначен как NA-BSE (от англ. non-adjacent 
base-stacking element). Роль этих элементов в обра-
зовании и поддержании 3D структур различных 
РНК была нами недавно достаточно подробно 
охарактеризована [4]. В настоящей работе рассмо-
трена роль NA-BSE в функционировании РНК. При 
этом объектом нашего анализа была рибосомная 
РНК (рРНК) в составе рибосом (т.е. в комплексе 
с рибосомными белками, тРНК, мРНК и фактора-
ми трансляции), поскольку объём информации 
о пространственной структуре этих важнейших 
макромолекулярных комплексов в различных 
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функциональных состояниях в банках структур-
ных данных (прежде всего в RCSB PDB) суще-
ственно превышает таковой для всех остальных 
РНК вместе взятых. Важно также, что доля нук-
леотидных остатков (н.о.), образующих NA-BSE, 
в самих рРНК достаточно велика и приближа- 
ется к 20%  [3,  4].

Конформационные превращения рибосом, 
происходящие в ходе биосинтеза белка, мож-
но подразделить на две группы: глобальные и 
локальные. В первом случае малая и большая 
субъединицы рибосомы на каждом шаге синтеза 
полипептидной цепи белка совершают обратимое 
перемещение друг относительно друга. Кроме 
того, при этом происходит обратимое смещение 
друг относительно друга крупных доменов, из 
которых состоят субъединицы рибосомы  [5,  6]. 
Эти глобальные перемещения крупных сегмен-
тов рибосомы сопровождаются обратимыми ло-
кальными специфическими перестройками как 
контактов между н.о. в самих рРНК, так и их 
контактов с тРНК и мРНК. В настоящей работе 
рассматривается участие NA-BSE в этих струк-
турных превращениях. Предполагается, что 
подобные структурные превращения лежат в 
основе механизмов передачи функциональных 
сигналов как в самой работающей рибосоме,  
так и в РНК других классов  [7,  8].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Как и в нашей предыдущей работе  [4], мы 
определили NA-BSE как максимальный набор из 
k  рибонуклеотидов N1,  ...,  Nk, такой, что для каж-
дого i  <  k основания несмежных остатков  Ni и 
Ni+1 образуют неканоническое стэкинг-взаимодей-
ствие оснований. Для построения набора данных 
NA-BSE мы использовали данные по структуре 
рибосом, внесённые в Protein Data Bank (PDB)  [9], 
полученные с разрешением лучше 3,0  Å. Для это-
го мы отобрали записи, помеченные ключевым 
словом «LSU» (Large SUbunit) в классах эквива-
лентности репрезентативного набора RNA3DHub 
(версия 3.347, разрешение до 3,0  Å)  [10]. Выбран-
ный набор включал 677 записей PDB. Для анноти-
рования NA-BSE использовалась программа DSSR 
(версия  2.0  [11]), элементы вторичной структуры 
РНК аннотировали с помощью Python-библиотеки 
urslib2  [12], а затем NA-BSE аннотировали с помо-
щью пользовательских скриптов Python. Резуль-
тирующий набор данных включал только NA-BSE 
из цепей РНК длиной ≥  25 нуклеотидов, при этом 
учитывались только стэкинг-взаимодействия ос-
нований, имеющие угол основание-основание 
<  30° и расстояние между ближайшими атомами 
двух оснований <  4,0  Å.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Базы данных и статистика. Полученная база 
данных включает в себя 362 543 NA-BSE различных 
размеров, образованных за счёт стэкинг-взаимо-
действий между гетероциклическими основания-
ми 816  186  н.о., не являющимися непосредствен-
ными соседями в полинуклеотидных цепях РНК 
(табл.  П1 Приложения). 81,2% (294  342) NA-BSE 
состоит из двух нуклеотидов, 13,6% (49  281)  – из 
трёх нуклеотидов, 4,2% (15 225) – из четырёх нук-
леотидов и 1% включает пять или более остатков 
(3417  – пять, 273  – шесть, четыре  – семь и один 
NA-BSE  – восемь остатков). 58,2% NA-BSE были 
мотивами, состоящими только из пуринов, 35,3% 
включали как пурины, так и пиримидины, 5% 
были образованы пиримидинами и 1,5% NA-BSE 
включали модифицированные основания. Только 
1,3% (4577 из 362  543) NA-BSE включали межмоле-
кулярные взаимодействия (табл.  П2 Приложения). 
NA-BSE типа  I, образованные исключительно ос-
нованиями одного участка цепи внутри элемен-
та вторичной структуры РНК (стебля или петли), 
составили 28% набора данных. NA-BSE типа  II, 
образованные разными участками цепи одной и 
той же петли или стебля, составили почти поло-
вину всех мотивов (46,8%), а NA-BSE, включаю-
щие дальнодействующие (long-range) взаимодей-
ствия между различными элементами вторичной 
структуры РНК (тип  LR), составили 15,9% набора 
данных. Остальные 9,3% NA-BSE включали смесь 
различных типов стэкинг-взаимодействий осно-
ваний. 6,6% всех NA-BSE включали мотивы, ранее 
названные нами мотивами BIE (base-intercalated 
element) и BWE (base-wedged element)  [3], причём 
BIE встречался в четыре раза чаще. Почти все 
мотивы (98,3%) были дополнительно стабилизи-
рованы взаимодействиями между основанием и 
фосфатом [13]. 24% NA-BSE были стабилизированы 
взаимодействием одного н.о. с O4′-атомом рибо-
зы другого н.о.  [14]. Более половины (56,2%) всех 
NA-BSE включали канонические (смежные) стэ-
кинг-взаимодействия оснований, образованные 
фланкирующими остатками с двух сторон, а 35,3% 
мотивов включали канонический стэкинг основа-
ний, образованный только с одной стороны, без 
предпочтения какой-либо из сторон. 92,3% всех 
NA-BSE образовывали канонические (35,6% всех 
пар оснований) и неканонические (64,4%) пары 
оснований с другими остатками. Интересно, что 
70% неканонических пар оснований находились  
в транс-ориентации, согласно номенклатуре 
Леонтиса–Вестхофа  [15], однако мы не наблюда-
ли существенного предпочтения ни одной из трёх 
«граней» оснований («грань» Уотсона–Крика, Хуг-
стена или остатка рибозы) ни среди пар основа-
ний в транс-, ни в цис-положении.
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Образование NA-BSE с участием тРНК, мРНК 
и рРНК в декодирующем центре рибосомы и в 
процессе транслокации. В ходе процесса транс-
локации т.н. А-тРНК, поступившая в А-сайт рибо-
сомы в аминоацилированной форме, после завер-
шения пептидилтрансферазной реакции (ПТР) 
перемещается из этого сайта в Р-сайт уже в виде 
пептидил-тРНК. Она замещает в этом сайте деа-
цилированную Р-тРНК (которая до окончания ПТР 
несла на себе синтезирующийся пептид), вытес-
няя её в Е-сайт. При этом находившаяся в Е-сай-
те деацилированная тРНК покидает рибосому, а 
тРНК, ранее располагавшаяся в Р-сайте, занимая 
её место, образует с Е-сайтом несколько специ-
фических тРНК-рРНК-контактов. Этот процесс 
сопровождается перемещением мРНК в мРНК-свя-
зывающем канале малой субъединицы рибосомы 
строго на один кодон. Отметим, что каждый шаг 
таких перемещений проходит через одно или не-
сколько промежуточных состояний. Не вдаваясь в 
детали механизма работы рибосомы как молеку-
лярной машины, подчеркнём ещё раз ключевую 
роль межнуклеотидных РНК-РНК-взаимодействий 
во всех этих процессах.

NA-BSE в декодирующем центре рибосомы. 
Прямое участие рРНК в декодировании генети-
ческой информации изучено во многих дета-
лях  [16–21]. В частности, убедительно доказано, 
что основания трёх н.о. рРНК малой субъединицы 
рибосомы, G530, A1492 и A1493, стабилизируют 
выбор рибосомой той тРНК, которая соответству-
ет кодону мРНК, находящемуся в А-сайте (здесь и 
везде в тексте статьи, если специально не огово-

рено, указана нумерация нуклеотидов, принятая 
для рРНК рибосомы Escherichia coli)  [16]. Это осу-
ществляется с помощью А-минорных взаимодей-
ствий этих н.о. с малым желобком кодон-антико-
доновой спирали (рис. 1, а). При этом адениновые 
основания н.о. А1492 и А1493 находятся в стэкинге 
друг с другом, а положение G530, как следует из 
анализа, проведённого в этой работе, стабилизи-
ровано его включением в NA-BSE, состоящий из 
трёх нуклеотидов G529–C518–G530 (рис.  1).

Однако в свободной от тРНК рибосоме или 
в рибосоме, в А-сайте которой отсутствует «пра-
вильная» тРНК, А1492 теряет контакт c А1493, 
переключаясь на образование NA-BSE с аденином 
н.о. А1913 рРНК большой субъединицы рибосомы 
(рис.  1,  б). Этот вновь образованный NA-BSE ста-
новится элементом «моста» между малой и боль-
шой субъединицами рибосомы (см. ниже). G530 
находится в такой свободной рибосоме в syn-кон-
формации, в то время как при взаимодействии 
с кодон-антикодоновым комплексом его конфор-
мация  – anti. Ясно, что при перемещении тРНК 
из А-сайта в Р-сайт, т.е. при разрушении одного 
кодон-антикодонового комплекса и в преддверии 
образования нового, исходная структура двух рас-
смотренных выше NA-BSE должна восстанавли-
ваться. Таким образом, приведённые здесь данные 
отчётливо демонстрируют способность анали-
зируемых в этой работе мотивов разрушаться и 
образовываться вновь (флуктуировать) в ответ на 
изменение функционального состояния рибосомы.

Другое важное наблюдение, которое следует 
из анализа приведённых выше данных, заклю-

Рис.  1. Образование NA-BSE в декодирующем центре рибосомы E.  coli. а  – В кодон-антикодоновые взаи-
модействия вовлечены как А-, так и Р-сайты рибосомы (PDB ID: 5UYM); б  – А-сайт рибосомы свободен  
(PDB  ID:  5UYK) (подробности  – в тексте). Построение пространственных структур РНК, их анализ и создание 
всех иллюстраций было осуществлено с помощью программы Discovery Studio Visualizer v.21.1.0.20298
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Рис.  2. Образование стопкообразного NA-BSE с участием G530 16S рРНК и А3 стоп-кодона мРНК, располо-
женного в А-сайте рибосомы (PDB ID: 4V67,  а). Универсальный способ фиксации тРНК в Р-сайте рибосо-
мы путём образования NA-BSE из С34 тРНК и С1400 16S рРНК, экспонированного из её полинуклеотидной  
цепи вследствие образования NA-BSE C1399–G1401 (PDB ID: 7K00,  б)

чается в том, что гетероциклическое основание в 
NA-BSE (в данном случае гуанин в G530) способно 
совершить поворот вокруг гликозидной связи 
фактически на 180° и вновь образовать стэкинг-
контакт со своим прежним соседом (ср. конфор-
мации G530 на рис.  1,  а и б).

Более того, было показано  [22,  23], что когда 
в А-сайте рибосомы находится стоп-кодон, т.е. 
наступает стадия терминации трансляции, G530 
вступает в стэкинг-взаимодействие с н.о. А3 это-
го кодона и образует с ним NA-BSE. Это, в свою 
очередь, приводит к временному образованию 
«стопки», состоящей из четырёх нуклеотидов (и, 
соответственно, из трёх NA-BSE), характеризую-
щейся сильным перекрыванием плоскостей гете-
роциклических оснований (рис.  2,  а).

Таким образом, здесь происходит фиксация 
мРНК, которая продолжается до тех пор, пока не 
произойдут все события, составляющие процесс 
терминации трансляции.

И, наконец, ещё один консервативный NA-BSE, 
функция которого состоит в стабилизации кодон-
антикодоновых взаимодействий, образуется с 
помощью стэкинг-контакта между С1400 рРНК 
малой субъединицы рибосомы и 5′-концевого нук-
леотида в антикодоне Р-тРНК (например, как это 
показано на рис.  2,  б, с С34 формилметиониновой 
тРНК E.  coli)  [24]. Необходимо заметить, что для 
того, чтобы этот контакт мог реализоваться, н.о. 
С1400 должен быть вытеснен из полинуклеотид-
ной цепи 16S рРНК нуклеотидами С1399 и G1401, 
в свою очередь, также образующими NA-BSE  [24] 
(рис.  2,  б).

Контакты рРНК с мРНК вне декодирующего  
центра рибосомы, образованные NA-BSE. Ранее 
при анализе структурных мотивов в РНК, обозна-
ченных нами как BIE и BWE  [3], которые входят 
в рассматриваемое здесь более обширное семей-
ство NA-BSE  [4], мы описали мотив, образуемый 
н.о. А1503 рРНК малой субъединицы рибосомы 

с  н.о.  −1 и −2 мРНК. Он был обнаружен более 
десяти лет назад Noller et  al.  [25]. Авторы выска-
зали предположение о том, что этот контакт 
необходим для поддержания правильной рамки 
считывания мРНК рибосомой в процессе транс-
локации. Недавно в той же лаборатории удалось 
получить убедительное доказательство этой гипо-
тезы: в мутантных рибосомах E.  coli, в 16S рРНК 
которых отсутствовало адениновое (и какое-либо 
другое) основание в положении 1503, сдвиг рамки 
считывания мРНК наблюдался примерно вдвое 
чаще, чем в рибосомах дикого типа  [26]. Было по
казано также, что точное расположение сайта 
связывания остатка А1503 16S рРНК с мРНК зави-
сит от функционального состояния рибосомы (ср., 
например, файлы с PDB ID: 4V9K и 4V8D).

По-видимому, аналогичную роль выполняют 
в процессе транслокации NA-BSE, образуемые нук-
леотидами мРНК и консервативными н.о. С1397, 
U1196 и G926 рРНК малых субъединиц рибосом, 
приведёнными в табл.  П2.

NA-BSE в составе «мостиков», соединяющих 
малую и большую субъединицы рибосомы. Из-
вестно, что субъединицы рибосомы связаны друг 
с другом при помощи т.н. «мостов», которые об-
разуются за счёт белок-белковых, РНК-белковых 
и РНК-РНК-взаимодействий. Количество таких 
«мостов» варьирует от 12 до 17 у рибосом раз-
личных организмов (для обзора см. работу Liu и 
Fredrick  [27]). Межсубъединичные контакты, об-
разуемые в «мостиках» только н.о. рРНК, поддер-
живаются в большинстве случаев связями между 
2′-гидроксилом рибозы и фосфатными группами 
(с участием ионов магния), а также с помощью 
А-минорных мотивов. Однако в двух случаях 
ключевую роль в образовании таких «мостов» иг- 
рают NЕ-BSE.

Межсубъединичный контакт А1492-А1913, 
образующийся, когда А-сайт рибосомы свободен, 
рассмотрен нами выше (рис.  1,  б). Он обозначается 
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Рис.  3. Образование (PDB ID: 7SS9,  а) и разрушение (PDB ID: 7SSL,  б) «моста» В7 между субъединицами ри-
босомы E.  coli

Рис.  4. NA-BSE, образующиеся в процессе транслокации тРНК по рибосоме в её А- и Е-сайтах

как «мост» В2a/d. Ярко выраженная относитель-
ная подвижность образующих его остатков адени-
ловых кислот особенно отчётливо демонстрирует 
зависимость образования таких «мостов» от функ-
ционального состояния рибосомы.

Как показывает анализ данных, суммирован-
ных в табл.  П2, второй «мост», обозначаемый как 
В7 и построенный из NA-BSE А702–А1848, сохра-
няется в процессе транслокации и в большин-
стве промежуточных функциональных состоя-
ний рибосомы и разрушается лишь тогда, когда 
величина угла поворота субъединиц друг относи-
тельно друга достигает максимальной величины 
(ср., например, относительное расположение этих 

нуклеотидов в структурах с PDB ID: 7SS9 и 7SSL 
(рис.  3)).

Роль NA-BSE в организации контактов ме-
жду тРНК и рРНК большой субъединицы рибо-
сомы. Здесь мы рассмотрим NA-BSE, которые 
временно возникают за счёт стэкинг-контактов 
нуклеотидных оснований рРНК и тРНК в ходе 
перемещения последней из одного сайта рибосо-
мы в другой, т.е. в процессе транслокации. тРНК 
в двух из трёх основных состояний, А и Е, сопро-
вождающих её перемещение по рибосоме, пока-
зана на рис.  4.

NA-BSE, возникающий в Р-сайте тРНК-рибосом-
ного комплекса, мы рассмотрели выше  (рис.  2,  б).  
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Рис. 5. NA-BSE, образующиеся при связывания 3′-конца деацилированной тРНК с E-сайтом рибосомы E.  coli. 
а  – «Карман» для связывания акцепторного конца тРНК в вакантной рибосоме (PDB ID: 6PJ6); б  – NA-BSE 
G2421–A76–C2422, деацилированная тРНК находится в рибосоме в промежуточном P/E-состоянии (PDB ID: 
8SYL); в – образование плоской конформации С75–А76 и стопкообразного NA-BSE с участием остатка С75 тРНК 
перед диссоциацией тРНК из рибосомы (PDB ID: 7K00)

Оказалось, что как в А-, так и в Е-сайте такие моти-
вы образуются с участием двух важных функцио-
нальных элементов тРНК: т.н. «локтя» и 3′-конце-
вой акцепторной области. В макромолекуле тРНК 
элемент её 3D структуры, называемый «локтем», 
формируется за счёт ряда специфических межнук-
леотидных взаимодействий T- и D-петлевых одно-
цепочечных участков. Как мы показали ранее  [3], 
NA-BSE также участвуют в формировании этого 
функционального центра тРНК. При этом плоско-
сти двух гетероциклических оснований (в боль-
шинстве случаев G19 и С56) оказываются сбли-
женными и экспонированными в раствор. Они 
задействованы практически во всех РНК-белковых 
и РНК-РНК-комплексах, которые можно наблюдать 
в процессе функционирования тРНК в клетке  [28].

Когда тРНК находится в А-сайте рибосомы, 
одно из этих оснований, а именно G19, образует 
стэкинг-контакт с А896 рРНК большой субъеди-
ницы рибосомы  [19] (рис.  4).

Кроме того, в большинстве функциональных 
комплексов рибосомы н.о. С74 тРНК, расположен-
ный по соседству с её 3′-акцепторным концом, 
образует NA-BSE c U2555 рРНК большой субъеди-
ницы рибосомы (рис.  4). Нуклеотид U2555 входит 
в состав т.н. А-петли этой рРНК  – одного из ком-
понентов пептидилтрансферазного центра (ПТЦ) 
рибосомы. Его замена на пуриновые нуклеотиды 
сказывается на точности работы рибосомы  [29]. 
В  то же время мутация U2555C приводит к повы-
шению термостабильности рибосом E.  coli  [30].

При перемещении пептидил-тРНК из А-сайта 
в Р-сайт оба NA-BSE разрушаются. При этом «ло-
коть» тРНК в новых РНК-РНК-взаимодействиях не 
участвует (он взаимодействует главным образом 
с белком L5), а тРНК и рРНК образуют лишь рас-
смотренный нами ранее NA-BSE С34–С1400 (см. 
рис.  2,  б).

Транслокация тРНК из Р-сайта в Е-сайт (про-
исходящая, как мы уже отмечали, после заверше-

ния ПТР) сопровождается образованием наиболь-
шего числа NA-BSE. Во-первых, в промежуточном 
состоянии этого перехода, когда кодон-антикодо-
новый комплекс в Р-сайте ещё сохраняется, аде-
ниновое основание 3′-концевого остатка тРНК  
(в  большинстве тРНК это А76) размещается в 
специальном «кармане» с образованием, по сути 
дела, двойного NA-BSE. При этом А76 не интер-
калирует между основаниями соседних н.о. рРНК 
(как в cлучае BIE), а размещается в «кармане» 
(полости), который уже предсуществует в ри- 
босоме (рис.  5).

Его можно обнаружить и в вакантной, не свя-
занной с тРНК и не функционирующей рибосоме, 
выделенной из любого организма, а также из ми-
тохондрий и хлоропластов (рис.  5,  а). Положение 
остатков G2421 и C2422 (непосредственных сосе-
дей в нуклеотидной последовательности рРНК, с 
основаниями каждого из которых аденин в А76 
находится в стэкинге) в её 3D структуре стабили-
зировано образованием уотсон-криковской пары 
G2421–С2395 и неканонической пары C2422–U2393 
соответственно. Между этими парами в противо-
положной цепи рРНК находится н.о. C2394. Поло-
жение А76, кроме стэкинг-взаимодействий, ста-
билизировано тремя полноценными Н-связями с 
основанием С2394 и сахаро-фосфатным остовом, 
также формирующими «карман» (рис.  5,  б,  в). 
Интересно, что образование этого NA-BSE можно 
наблюдать не только в случае полноразмерной 
тРНК, но и используя сравнительно короткий 
«акцепторный» фрагмент тРНК  [31].

На следующем промежуточном этапе пере-
мещения деацилированной тРНК из Р- в Е-сайт 
в игру вступает ещё один важный РНК-белко-
вый домен большой субъединицы рибосомы, т.н. 
«L1-выступ», в организации которого белок  L1 иг-
рает ключевую роль  [32]. Первоначально NA-BSE 
образуется за счёт стэкинг-взаимодействия G19 
тРНК с G2112 23S рРНК (рис.  6,  а; PDB ID: 7ST6).
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Рис. 6. Относительное расположение остатков G19 и C56 «локтя» тРНК и G2112 и G2168 «L1-выступа» 23S рРНК, 
а – на начальном этапе перемещения тРНК из Р-сайта в Е-сайт рибосомы (PDB ID: 7ST6); б – при полном пере-
мещении тРНК в Е-сайт (PDB ID: 7SSN); в  – на начальном этапе диссоциации тРНК из Е-сайта (PDB  ID: 7ST2)

Рис.  7. NA-BSE, образованный нуклеотидными остатками D-петли 5S рРНК и т.н. «петли  960», замыкающей 
спираль H39 23S рРНК в рибосоме E.  coli (PDB ID: 5MDV)

Когда же тРНК полностью переходит в Е-сайт, 
она закрепляется в нем ещё одним NA-BSE, об-
разуемым остатками С56 тРНК и G2168 рРНК 
(рис. 6, б; PDB ID: 7SSN). И, наконец, эти контакты 
«локтя» с «L1-выступом» разрушаются перед тем, 
как тРНК покинет рибосому (рис. 6, в; PDB ID: 7ST2).

Что же касается акцепторного конца тРНК, 
то в случае рибосом эубактерий в районе «кар-
мана» большой субъединицы образуется NA-BSE 
из остатков C75 тРНК и А2432 рРНК, который, в 
свою очередь, является фланкирующим нуклео-
тидом стопкообразного NA-BSE А2433–А199–А2434. 
Этот последний мотив выполняет в рибосоме 
роль соединяющего звена между сильно удалён-
ными друг от друга элементами вторичной струк-
туры рРНК. При этом н.о. А76 и С75 тРНК, распо-
ложенной в Е-сайте рибосом бактерий, образуют 
весьма необычную структуру, в которой гетеро-

циклические основания лежат в одной плоско-
сти (рис.  5,  б). Интересно, что контакт акцептор-
ного конца тРНК с 23S рРНК, образованный двумя 
NA-BSE, оказывается настолько прочным, что её 
плоская 3′-концевая структура сохраняется, когда 
вся остальная часть макромолекулы тРНК поки-
дает рибосому  [24] (рис.  5,  в).

Заметим, что образование стэкинг-контакта 
между С75 и А2432 и, соответственно, плоской 
структуры С75–А76 в рибосомах архей, а также в 
цитоплазматических и митохондриальных рибо-
сомах эукариот невозможно вследствие стериче-
ских препятствий, создаваемых одним из белков, 
расположенных в этом районе рибосомы.

Взаимодействие D-петли 5S рРНК с рРНК 
большой субъединицы рибосомы. Среди моти-
вов, временно возникающих в процессе трансло-
кации, мы хотели бы более подробно рассмотреть 
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Рис. 8. Взаимное расположение нуклеотидных остатков U89 тРНК и U958 23S рРНК, а – в присутствии (PDB ID: 
7SSL) и б  – в отсутствии (PDB ID: 7SSW) элонгационного фактора EF-G в рибосоме E.  coli

NA-BSE, образующийся в ряде третичных структур 
рибосом E.  coli (табл.  П2) из н.о. U89 D-петли 5S 
рРНК и U958 «петли  960» 23S рРНК (рис.  7).

Возможность для его образования открывает-
ся благодаря наличию в макромолекуле 5S рРНК 
этих рибосом другого, но уже постоянного NA-BSE, 
состоящего из G86 и С88, стэкинг-взаимодействие 
оснований которых приводит к экспонированию 
из D-петли двух остатков уридиловой кислоты  – 
U87 и U89.

Наличие непосредственного контакта двух 
остатков уридиловой кислоты, показанных на 
рис.  8, хорошо согласуется с полученными ранее 
экспериментальными данными. Во-первых, рас-
сматриваемые здесь одноцепочечные участки 
двух разных рРНК в рибосоме E.  coli могут быть 
ковалентно связаны реагентами, избирательно 
сшивающими основания рядом расположенных 
н.о. РНК  [33]. Во-вторых, мутации в «петле  960» 
23S  рРНК приводят к изменению реакционной 
способности соседнего с U89 остатка С90 D-петли 
5S  рРНК  [34].

Почему же этот мотив представляет особый 
интерес? Известно, что 5S  рРНК является обяза-
тельным компонентом цитоплазматических рибо-
сом всех про- и эукариот. Рибосомы этих классов 
полностью лишены способности синтезировать 

белки, если 5S рРНК-белковый комплекс в них по  
каким-то причинам отсутствует. Сегодня, когда 
доступными стали сотни 3D структур 5S рРНК 
в составе рибосом, полученные с атомным или 
близким к атомному разрешением, проблему про-
странственной структуры 5S рРНК можно считать 
полностью решённой. В то же время ответ на во-
прос о функциональной роли 5S рРНК в рибосоме 
остаётся открытым.

В литературе были высказаны две не про-
тиворечащие друг другу гипотезы, согласно кото-
рым, во-первых, 5S рРНК и специфичные к ней 
рибосомные белки выполняют роль сигнал-пере-
дающего звена между GTPазным центром и ПТЦ 
рибосомы  [33–36] и, во-вторых, 5S рРНК обеспе-
чивают правильную сборку больших субъеди-
ниц рибосом в процессе их биогенеза  [37–39]. 
Ясно, что для проверки любой из этих гипотез, 
а  также для дальнейшего выяснения деталей 
механизма функционирования 5S  рРНК в рибо-
соме необходима надёжная информация о её 
контактах с другими РНК рибосомного комплек-
са. С  другой стороны, в большинстве доступных 
на сегодня третичных структур 70S рибосом 
E.  coli н.о. U89 D-петли 5S рРНК и U985 «пет-
ли  960» 23S рРНК стэкинг-структур не образуют, 
хотя они и расположены вблизи друг от друга.  
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Рис. 9. Контакт в виде NA-BSE примыкающей к D-петле двойной спирали  IV 5S рРНК и н.о. А1124 двойной 
петли 23S рРНК рибосом Haloarcula marismortui

Возникает естественное предположение о том, что 
D-петля 5S рРНК и «петля  960» 23S  рРНК в рибо-
сомах бактерий только временно контактируют 
друг с другом посредством NA-BSE, подобно мно-
гим другим рассмотренным нами выше мотивам 
этого типа, несущим функциональную нагрузку. 
При этом такой контакт существует лишь в опре-
делённом функциональном состоянии рибосомы. 
Это предположение достаточно убедительно под-
тверждается примером, показанным на рис. 8 [40]: 
в рибосоме, которая в процессе транслокации свя-
зана с EF-G (рис. 8, а), образуется NA-BSE U89–U985. 
Этот мотив разрушается после того, как фактор 
элонгации покидает рибосому (рис.  8,  б).

И действительно, в базах данных, которые мы 
использовали в настоящей работе (табл.  П1 и  П2), 
NA-BSE U89–U985 наблюдаются только в комплек-
сах рибосомы с факторами трансляции. Как пра-
вило, положение EF-G на рибосоме в них было 
«заморожено» ингибиторами GTPазной актив-
ности фактора с помощью GMP-PCP или фусидо-
вой кислоты (см., например, структуры с PDB ID: 
4V9O и 5MDV). Как видно из рис.  8, прямой кон-
такт между фактором элонгации EF-G и 5S рРНК 
в рибосоме отсутствует. Таким образом, EF-G ката-
лизирует образование NA-BSE U89–U985 аллосте- 
рически.

Что же касается NA-BSE, образование которо-
го показано на рис. 7, то он формируется на рибо-
соме E.  coli в присутствии фактора терминации 
трансляции RF2, который также является GTPазой 
(PDB ID: 5MDV).

Отметим, что экспонированные остатки ури-
диловой кислоты спирали  IV, расположенные ря-
дом c D-петлёй 5S рРНК рибосом некоторых архей, 
а также всех низших и высших эукариот (сведе-
ния о которых содержатся в базе данных  П1) об-
разуют постоянные NA-BSE-контакты с одним из 
остатков аденина большой петли, соединяющей 
спирали Н41 и Н42 рРНК большой субъединицы 
рибосом так, как это показано на примере рибо-
сом Haloarcula marismortui (рис.  9).

К сожалению, для рибосом этих организмов 
в литературе нет данных, которые позволили бы 
сравнить взаимное расположение этих нуклеоти-
дов в присутствии или отсутствии белковых фак-
торов трансляции, обладающих GTPазной актив-
ностью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе мы рассмотрели срав-
нительно небольшую группу NA-BSE, весьма 
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распространённого мотива в 3D структуре РНК. 
В  этой группе представлены мотивы, которые 
образуются в процессе функционирования рибо-
сомы на всех этапах синтеза полипептидной цепи 
белков (за исключением мотивов, расположенных 
в ПТЦ рибосомы, которые были рассмотрены нами 
ранее  [3]). Эту группу составляют лишь менее 1% 
NA-BSE, участвующих в формировании третичной 
структуры рРНК (ср. табл.  П1 и П2). Особенность 
этих мотивов состоит в том, что они образуются 
временно на определённом этапе функциониро-
вания рибосомы и диссоциируют при переходе к 
следующему этапу. Можно думать, что сигналами 
диссоциации служат ещё недостаточно изученные 
факторы, управляющие работой рибосомы как мо-
лекулярной машины. Ряд н.о. и их комбинаций, 
из которых состоят функциональные NA-BSE (на-
пример, н.о. D- и Т-петель тРНК, формирующие их 
«локти»), весьма консервативны и у всех организ-
мов состоят из одних и тех же гетероциклических 
оснований. В других случаях консервативность 
проявляется на уровне сохранения пуриновых и 
пиримидиновых оснований в соответствующих 
позициях. В третьих случаях (как, например, в 
5′-положении «кармана», предназначенного для 
связывания 3′-концевого нуклеотида акцептор-
ного конца тРНК в Е-сайте рибосомы) консерва-
тивность отсутствует. Однако для формирования 
полноценного NA-BSE взаимная ориентация н.о., 
из которых он собирается, должна быть строго 

заданной. Это достигается как стэкинг-взаимодей-
ствием н.о. мотива с основаниями фланкирующих 
н.о., так и спариванием с находящимися по сосед-
ству комплементарными основаниями.

Нет сомнений в том, что расширение наших 
знаний о процессах образования и распада NA-BSE 
в РНК и их комплексов с белками будет способ-
ствовать более глубокому пониманию механизма 
функционирования этих ключевых для жизни 
клетки макромолекул.
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Бактериальные и вирусные РНК-полимеразы являются перспективными мишенями для раз-
работки новых ингибиторов транскрипции. Одним из потенциальных блокаторов синтеза 
РНК является 7,8-дигидро-8-оксо-1,N6-этеноаденин (oxo-εA)  – синтетическое соединение, кото-
рое представляет собой комбинацию двух модификаций аденина: 8-оксоаденина (oxo-A) и 
1,N6-этеноаденина (εA). В данном исследовании мы синтезировали oxo-εA-трифосфат (oxo-εATP) 
и показали, что он может включаться РНК-зависимой РНК-полимеразой вируса SARS-CoV-2 
в  состав синтезируемой РНК напротив матричных остатков  A и G в присутствии ионов Mn2+.  
В случае РНК-полимеразы Escherichia coli включение происходит напротив остатков A в матрич-
ной цепи ДНК. В случае нахождения oxo-εA вместо аденина в матричной цепи ДНК происходит 
полная остановка транскрипции в месте модификации. В то же время oxo-εAТР не подавляет 
синтез РНК обеими РНК-полимеразами в присутствии немодифицированных нуклеотидов,  
то есть не может эффективно конкурировать с природными субстратами. Таким образом, 
oxo-εA-модификация значительно нарушает матричные свойства нуклеотида при синтезе РНК 
РНК-полимеразами разных классов, и соответствующие производные нуклеотидов не являются 
потенциальными противовирусными или антибактериальными ингибиторами транскрипции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: модифицированные нуклеиновые основания, РНК-полимераза, транскрипция, 
ингибиторы транскрипции, SARS-CoV-2.

DOI: 10.31857/S0320972524120099 EDN: IFBLLS

* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.

ВВЕДЕНИЕ

Производные природных азотистых основа-
ний, нуклеозидов, нуклеотидов и нуклеиновых 
кислот находят широкое применение в фунда-
ментальных исследованиях, а также при созда-

нии терапевтических агентов, т.к. модификации 
приводят к появлению и/или улучшению широ-
кого набора свойств по сравнению с природными 
аналогами. Недавняя пандемия, вызванная РНК-
содержащим вирусом SARS-CoV-2, стимулировала 
поиск новых нуклеозидных ингибиторов вирус-
ной РНК-зависимой РНК-полимеразы (RdRp), а так-
же показала необходимость дальнейшей работы в 
данном направлении для создания эффективных  
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Рис.  1. Структура oxo-εA-модификации (а), химический синтез oxo-εATP (б) и предполагаемые пары oxo-εA:A, 
oxo-εA:G и oxo-A:G  (в)

препаратов при появлении устойчивых линий 
и/или новых вирусов. Одним из возможных кан-
дидатов на роль ингибитора RdRp является 7,8-ди-
гидро-8-оксо-1,N6-этеноаденин (oxo-εA), который  
является комбинацией двух модификаций адени-
на: 7,8-дигидро-8-оксоаденина (oxo-A) и 1,N6-этено-
аденина (εA) (рис.  1,  а). Ранее было показано, что 
ДНК, содержащая oxo-εA, может реплицироваться 
клеточными ДНК-полимеразами, которые вклю-
чают напротив него остатки  А  [1]. В составе ДНК-
дуплекса азотистое основание oxo-εA находится 
преимущественно в син-конформации и спари-
вается с аденином, образуя пару, схожую по па-
раметрам с АТ-парой  [1]. Это позволяет ожидать, 
что oxo-εA-трифосфат может потенциально вклю-
чаться в РНК.

Геном вируса SARS-CoV-2 представляет со-
бой одноцепочечную молекулу РНК размером 
29,9 тысяч нуклеотидов, которая реплицируется и 
транскрибируется RdRp, имеющей сложное строе-
ние  [2]. RdRp SARS-CoV-2 состоит из каталитиче-
ской субъединицы nsp12 и двух вспомогательных 
факторов, nsp7 и nsp8. Активный центр RdRp лока-
лизован в nsp12 и содержит 2  остатка аспартата, 
D760 и D761, необходимых для связывания двух 
ионов двухвалентных металлов, играющих ключе-
вую роль при катализе  [3]. Существуют данные о 
том, что RdRp SARS-CoV-2 является самой быстрой 
изо всех вирусных полимераз (скорость включе-
ния 600  нт/с)  [4], что объясняет высокую частоту 
ошибок (частота включения некомплементарных 
оснований 10−1  –  10−3)  [5]. Такая высокая ошибоч-
ность требует наличия корректирующей актив-
ности, осуществляемой 3′–5′ экзорибонуклеазой 
nsp14, которая регулируется вирусным белком 
nsp10  [6]. С другой стороны, такая высокая частота 
ошибок способствует высокой скорости адаптации 

вирусов в условиях отбора [7–9]. Несмотря на низ-
кую точность, RdRp является чувствительным к 
структуре субстратов ферментом. Так, она требует 
обязательного наличия 2′-OH-группы на 3′-конце 
как РНК-продукта, так и включаемого нуклео-
тида  [10,  11]. Вместе с тем RdRp способна вклю-
чать в растущую цепь РНК фосфорилированные 
формы некоторых синтетических нуклеозидов, 
на основе которых получены лекарственные пре-
параты: софосбувир  [12,  13], ремдесивир  [14,  15] 
и молнупиравир  [16]. Включение модифициро-
ванных остатков в РНК-продукт может блокиро-
вать его дальнейшее удлинение  [13,  17,  18], а их 
наличие в РНК-матрице может затруднять после-
дующий синтез комплементарного РНК-продукта 
или увеличивать число ошибок [16, 19–21]. Кроме 
того, было показано, что некоторые природные 
модификации РНК-матрицы, такие как N1-метил
аденозин, N3-метилуридин и 2′-О-метилгуанозин, 
являются практически непреодолимыми препят-
ствиями для RdRp  [11,  22].

В отличие от большинства вирусных РНК-за
висимых РНК-полимераз, бактериальные, архей-
ные и эукариотические ДНК-зависимые РНК-поли-
меразы (РНКП) являются многосубъединичными 
белками  [23]. Они также нуждаются в ионах Me2+ 
для катализа [24, 25]. Данные белки также относи-
тельно часто допускают ошибки при транскрип-
ции (частота 10−3  –  10−5)  [26,  27], но делают их 
реже, чем коронавирусные RdRp. Как и вирус-
ные RdRp, клеточные РНКП способны включать 
некоторые модифицированные аналоги нуклео-
тидов  [28–30]. Кроме того, РНКП реагируют на 
наличие модифицированных нуклеотидов в ДНК-
матрице. В зависимости от природы модификации 
азотистого основания в матричной цепи ДНК, 
РНКП может включить неправильный остаток  

Принятые сокращения: РНКП  – ДНК-зависимая РНК-полимераза; oxo-εA  – 7,8-дигидро-8-оксо-1,N6-этено-
аденин; oxo-εATP  – 7,8-дигидро-8-оксо-1,N6-этеноаденозинтрифосфат; RdRp  – РНК-зависимая РНК-полимераза 
вируса SARS-CoV-2.
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в растущую цепь РНК напротив повреждения или 
остановиться в повреждённом участке, что делает 
РНКП важным сенсором повреждений в ДНК  [31]. 
Наличие остатка oxo-A в матричной цепи ДНК 
является серьёзным препятствием для архейной 
РНКП  [32], а наличие εA блокирует активность 
бактериальной РНКП  [33]. Как будет влиять ком-
бинация этих двух модификаций на работу РНКП, 
неизвестно.

Цель исследования: изучить влияние oxo-εA 
в составе нуклеозидтрифосфата или матричной 
цепи на синтез РНК вирусной и прокариотической 
РНК-полимеразами. Задачи работы: 1.  Установить, 
способна ли RdRp включать oxo-εA-трифоcфат 
(7,8-дигидро-8-оксо-1,N6-этеноаденозинтрифосфат, 
oxo-εATP) в синтезируемую РНК напротив раз-
личных матричных нуклеотидов, а также уста-
новить, приводит ли включение остатка oxo-εA 
к дальнейшему ингибированию синтеза РНК. 
2.  Проверить, способна ли РНКП E.  coli использо-
вать oxo-εATP в качестве субстрата, а также иссле-
довать влияние oxo-εA в матричной ДНК на син-
тез РНК-транскрипта.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Химический синтез. Оборудование и реак-
тивы. Все реагенты были приобретены у ком-
пании «Sigma-Aldrich» (США). Растворители были 
приобретены у компании «ХИММЕД» (Россия). 1H, 
13C и 31P ЯМР-спектры регистрировали на спектро-
метре Bruker  Avance  III  600 («Bruker», Германия) 
при 600, 150 и 243  МГц соответственно. Мульти-
плетность указана с использованием следующих 
сокращений: с (синглет), д (дублет) и м (мульти-
плет). Константы спин-спинового взаимодействия 
(J) указаны в Гц. Ионообменную хроматографию 
проводили на приборе Akta Explorer 100 («Cytiva», 
Швеция).

Синтез и очистка oxo-εATP (динатрие-
вая соль). К рибонуклеозиду oxo-εA  [34] (0,62  г, 
2,0  ммоль) в сосуде Шленка (100  мл) в инертной 
атмосфере добавляли свежеперегнанные три-
метилфосфат ((CH3O)3PO, 8,0  мл) и трибутиламин 
(Bu3N, 0,95  мл). Смесь интенсивно перемешивали 
при комнатной температуре в течение 30  мин и 
охлаждали до −10  °С. К охлаждённой реакцион-
ной смеси в инертной атмосфере добавляли окси-
хлорид фосфора (POCl3, 0,33 мл, 3,6 ммоль) и пере-
мешивали при −10  °С в течение 1  ч. Затем к смеси 
добавляли охлаждённую до −20  °С фосфорилирую-
щую смесь, полученную интенсивным перемеши-
ванием смеси ацетонитрила (CH3CN, 20  мл), Bu3N 
(2,8  мл, 11,8    моль) и пирофосфата бис(трибутил-
аммония) ((NHBu3)2H2P2O7, 1,2 г, 2,2 ммоль) в инерт-
ной атмосфере в течение 20  мин. После переме-

шивания в течение 1 ч при −10  °С к реакционной 
смеси добавляли холодную воду (65 мл) и переме-
шивали в течение 1 ч при 0 °С. Смесь переносили 
в делительную воронку и промывали хлористым 
метиленом (15  мл  ×  5). Водный слой отделяли и 
добавляли к нему водный раствор аммиака до 
рН  7,0. Полученный раствор oxo-εATP хранили в 
холодильнике до очистки ионообменной хромато-
графией. Очистку проводили методом ионообмен-
ной хроматографии на колонке 50  ×  250  мм, упа-
кованной сорбентом HEMA-BIO 1000 DEAE 70  мкм 
(Германия), в градиенте 50–600  мМ концентраций 
бикарбоната триэтиламмония (pH  7,6). Фракции, 
содержащие целевой продукт, упаривали, затем 
остаток повторно растворяли в воде и упаривали 
для удаления остатков буфера. Полученный про-
дукт переводили в натриевую соль переосажде-
нием из водного раствора десятикратным объё-
мом 3%-ного раствора перхлората натрия (NaClO4) 
в ацетоне. Осадок промывали сухим ацетоном и 
сушили под вакуумом. Выход 0,52  г (0,86  ммоль,  
43%). 1H  ЯМР (600  МГц,  D2O): δ  9,10 (с,  1H), 8,02 
(д, J  =  1,2  Гц, 1H), 7,63 (д, J  =  1,2  Гц, 1H), 6,06 (д, 
J  =  5,6  Гц, 1H), 5,36 (дд, J  =  5,6  Гц, J  =  5,7  Гц, 1H), 
4,80–4,75 (м, 1H), 4,40–4,35 (м, 2H), 4,32–4,26 (м, 1H). 
13C ЯМР (150  МГц, D2O): δ  154,1, 135,8, 135,4, 133,8, 
132,9, 112,2, 108,4, 86,1, 82,9 (д, J  =  8,4  Гц, 1С), 70,5, 
69,9, 65,3 (д, J  =  5,2  Гц, 1С). 31P ЯМР (243  МГц, D2O): 
δ −6,10 (д, J = 19,7 Гц, 1P), −10,79 (д, J = 18,8 Гц, 1P), 
−21,65 (дд, J = 19,7 Гц, J = 18,8 Гц, 1P). Спектры ЯМР 
приведены в Приложении.

Синтез ДНК-олигонуклеотидов с oxo-εA 
2′-дезоксирибонуклеотидом. Синтез oxo-εA 2′-де
зоксирибонуклеотид 3′-фосфорамидита и модифи-
цированных ДНК-олигонуклеотидов проводили,  
как описано ранее  [1]. Вкратце, модифицирован-
ные ДНК-олигонуклеотиды были получены с ис-
пользованием фосфорамидитного твердофазного 
метода и синтезатора MerMade  12 («Bioautoma
tion», США). Защищённые 2′-дезоксирибонуклеозид 
3′-фосфорамидиты, Unylinker-CPG (500  Å) и S-этил-
тио-1H-тетразол были приобретены в «ChemGenes» 
(США). В синтезе использовали стандартный про-
токол удаления защитных групп обработкой вод-
ным насыщенным раствором аммиака при 55  °C 
в течение ночи. Растворы упаривали, и аликвоты 
анализировали с помощью ВЭЖХ (чистота >  95%). 
Анализ и очистку олигонуклеотидов с помощью 
ВЭЖХ проводили с использованием системы 
ВЭЖХ Agilent 1260 («Agilent», США), оснащённой 
автосемплером и коллектором фракций на колон-
ке 4,6  ×  250  мм Jupiter  C18 (5  мкм, «Phenomenex», 
США); буфер  A: 0,05  М ацетат аммония (pH  7,0), 
5% ацетонитрила; буфер  B: 0,03  М ацетат аммония, 
80% ацетонитрила (pH  7,0); градиент  B: 0  →  15% 
(1  объём колонки), 15  →  50% (10  объёмов колон-
ки); скорость потока 1  мл/мин; температура 45  °C.
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Экспрессия и выделение белков. RdRp SARS-
CoV-2 получали путём гетерологической экспрес-
сии в клетках E.  coli BL-21(DE3) и очистки путём 
Ni-аффинной и анионообменной хроматографий, 
как описано ранее  [11]. Кор-фермент РНКП E.  coli 
экспрессировали в клетках того же штамма с 
использованием вектора pVS10 и очищали путём 
осаждения полиэтиленимином с последующей 
гепариновой, Ni-аффинной и анионообменной 
хроматографией, как описано ранее  [35].

Реакции синтеза РНК in  vitro c RdRp SARS-
CoV-2. Анализ способности RdRp включать oxo-
εATP проводили с использованием РНК-олигонук-
леотидов («ДНК-синтез», Россия), соответствующих 
праймеру и РНК-матрице. Радиоактивную метку 
вводили на 5′-конец праймера путём кинирова-
ния с помощью Т4  полинуклеотидкиназы («New 
England Biolabs», США) в присутствии 0,8  МБк 
γ-[32P]-ATP (ИБХ РАН, Россия), согласно протоколу 
производителя. РНК-субстрат получали путём 
смешения меченого праймера и матричной цепи 
до конечных концентраций 2  мкМ и 2,2  мкМ со-
ответственно в транскрипционном буфере (ТВ)  
следующего состава: 10  мМ  Tris-HCl, pH  7,9, 10  мМ 
KCl, 0,1  мМ  ЭДТА (все реактивы производства 
«Sigma-Aldrich»). Смесь прогревали при 95  °С 3 мин, 
затем охлаждали до 85  °С за 2 мин и плавно осту-
жали до 25  °С со средней скоростью охлаждения 
0,5  °С/мин. РНК-субстрат разводили ТВ и смеши-
вали с RdRp до конечных концентраций 25  нМ 
и 500  нМ соответственно и инкубировали смесь 
при 30  °С 10  мин. Реакцию запускали путём до-
бавления смеси NTP («Illustra», Великобритания), 
MgCl2 («Sigma-Aldrich») или MnCl2 («Sigma-Aldrich») 
до конечных концентраций 10  мкМ и 1,1  мМ со-
ответственно. При тестировании oxo-εATP добав-
ляли до 100  мкМ. Транскрипцию проводили при 
30  °С от 30  с до 10  мин. Реакцию останавливали 
путём добавления равного объёма стоп-раствора,  
содержащего формамид («Вектон», Россия) и ге-
парин (100  мкг/мл, «Sigma-Aldrich»). Пробы про-
гревали при 95  °С в течение 3  мин. Продукты 
транскрипции разделяли путём электрофореза в 
15%-ном ПААГ (19  :  1, компоненты производства 
«Sigma-Aldrich») в денатурирующих условиях 
(7,5  М мочевины, «Roth», Германия) в буфере TBE. 
Детекцию продуктов транскрипции проводили 
при помощи фосфоримиджера Typhoon  9500 («GE 
Healthcare», США).

Транскрипция in  vitro c РНКП E.  coli. Ана-
лиз способности РНКП включать oxo-εATP и про-
ходить oxo-εA в матричной цепи ДНК проводили 
с использованием РНК- и ДНК-олигонуклеоти-
дов, соответствующих РНК-транскрипту, матрич-
ной и нематричной цепи. Немодифицированные 
олигонуклеотиды были синтезированы фирмой 
«Синтол» (Россия). В РНК вводили 5′-концевую 

радиоактивную метку, как описано выше. Мече-
ный РНК-олигонуклеотид смешивали с матрич-
ной цепью ДНК до конечных концентраций  
1 и 2  мкМ соответственно в транскрипционном 
буфере (TB2) следующего состава: 40  мМ Tris-HCl, 
pH  7,9, 40  мМ KCl, 0,1  мМ  ЭДТА («Sigma-Aldrich»). 
Смесь прогревали при 65  °С 3  мин, затем плавно 
остужали до 25  °С со средней скоростью охлажде-
ния 0,5  °С/мин. Собранный дуплекс разводили TB2 
до 250  нМ, добавляли кор-фермент РНКП E.  coli 
до 1  мкМ (в опытах по включению oxo-εATP) 
или до 2  мкМ (в опытах по прохождению через 
oxo-εdA). Смесь инкубировали при 37  °С 10  мин. 
Затем добавляли нематричную цепь до конеч-
ной концентрации 2,5  мкM, и образцы инкубиро
вали при 37  °С 15  мин. Собранный элонгацион-
ный комплекс разводили в 10  раз буфером TB2. 
Реакцию запускали путём добавления смеси NTP  
(«Illustra», Великобритания), MgCl2 или MnCl2 
(«Sigma-Aldrich») до конечных концентраций 
10  мкМ и 10  мМ соответственно. При тестирова-
нии oxo-εATP добавляли до 100  мкМ. Транскрип-
цию проводили при 37  °С  30  с. Реакцию оста-
навливали путём добавления равного объёма 
стоп-буфера, содержащего 8  М мочевину («Roth»), 
30  мМ  ЭДТА («Sigma-Aldrich»), 2×  TBE. Продукты 
транскрипции разделяли путём электрофореза, 
как описано выше.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Химический синтез oxo-εATP. Соединение 
было получено, исходя из 7,8-дигидро-8-оксо-
1,N6-этеноаденозина (oxo-εA рибонуклеозид)  [34] 
и следуя описанной методике с незначитель-
ными модификациями  [36] (рис.  1,  б). Вкратце, 
обработка oxo-εA рибонуклеозида POCl3 в присут-
ствии Bu3N в (CH3O)3PO в качестве растворителя 
приводила к дихлорфосфоридату нуклеозида. 
Реакция полученного промежуточного соедине-
ния с (NHBu3)2H2P2O7 и последующий гидролиз 
образовавшегося циклического промежуточного 
продукта давали неочищенный oxo-εATP, кото-
рый очищали ионообменной хроматографией и 
высаживали раствором NaClO4 в ацетоне, получая 
целевой продукт с выходом 43%.

Включение oxo-εATP RdRP в растущую цепь 
РНК. На первом этапе нашего исследования мы 
протестировали способность RdRp SARS-CoV-2 
включать трифосфорилированную форму oxo-εA 
(oxo-εATP) в растущую цепь РНК. Для этого мы 
использовали разработанную ранее модельную 
систему (рис.  2,  а), которая хорошо зарекомендо-
вала себя при изучении биохимической актив-
ности RdRp и влияния ингибиторов на работу 
данного фермента  [11, 37–39]. В реакциях исполь-
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Рис. 2. Анализ включения oxo-εATP RdRp SARS-CoV-2. а  – Схема РНК-субстрата, использованного в экспери-
ментах. РНК-праймер показан красным цветом, РНК-матрица  – чёрным, первое матричное основание от-
мечено «+1». Остатки, включаемые RdRp при удлинении праймера, изображены серым цветом (показаны 
7  остатков, включаемых при добавлении ограниченного набора NTP), направление транскрипции указано 
стрелкой. б  – Анализ продуктов транскрипции RdRp в присутствии разных наборов NTP и oxo-εATP при до-
бавлении ионов Mg2+ (левая панель) и Mn2+ (правая панель). Контрольные образцы, которые инкубировали 
без NTP, отмечены знаком «−». Справа отмечена длина РНК-продуктов в нуклеотидах. Электрофореграмма 
продуктов транскрипции в 15%-ном ПААГ в денатурирующих условиях

зовали препарат RdRp, содержащий каталитиче-
скую субъединицу nsp12 и слитые друг с другом 
субъединицы nsp7 и nsp8. РНК-субстрат состоял 
из двух комплементарных РНК-олигонуклеотидов: 
РНК-праймера, содержащего радиоактивную мет-
ку на 5′-конце, и РНК-матрицы. RdRp инкубирова-
ли с РНК-субстратом для образования комплекса, 
добавляли нуклеотиды и проводили реакцию в 
течение 10  мин при 30  °С. При добавлении RdRp 
и полного набора немодифицированных NTP про-
исходит эффективное удлинение исходного прай-
мера в присутствии как ионов Mg2+, так и Mn2+ 
(рис.  2,  б, дорожки  9 и 18).

Путём добавления различного набора NTP 
можно установить эффективность включения 
тестируемого соединения напротив разных ма-
тричных азотистых оснований. В +1  положении 
матрицы находится остаток  G (рис.  2,  а). Добав-
ление только oxo-εATP в присутствии ионов Mg2+ 
не приводит к удлинению РНК-праймера (дор.  2). 
В  контрольном опыте при добавлении CTP 
(дор.  3) большая часть праймера удлиняется на 
1–2 нуклеотида (вероятно, за счёт включения СТР 
напротив остатков  G и А, что соответствует опуб-
ликованным данным о достаточно низкой точ-
ности RdRp SARS-CoV-2  [5]). В присутствии ионов 
Mn2+ RdRp приобретает способность включать два 
остатка oxo-εA напротив остатков  G и A в РНК-

матрице (дор. 11) и также включает два остатка С 
напротив G и А (дор.  12).

При совместном добавлении CTP и oxo-εATP 
в присутствии обоих катионов происходит после-
довательное включение остатка  С и oxo-εA, что 
видно по более медленной электрофоретической 
подвижности 37  нт РНК-продукта (дор.  4 и 13) по 
сравнению с реакциями, содержащими только 
СТР (дор.  3 и 12). Таким образом, oxo-εA в этих 
условиях включается напротив матричного остат-
ка  А с большей эффективностью, чем СТР (кото-
рый тоже присутствовал в реакциях на дор.  4 
и  13). При добавлении CTP и UTP, как и ожида-
лось, происходит удлинение РНК на 2 нуклеотида 
и образование 37  нт продукта (дор.  7, 14). При до-
бавлении смеси CTP, UTP и oxo-εATP дальнейшего 
удлинения 37 нт продукта не наблюдается (дор. 6 
и 15). Таким образом, остаток oxo-εAp не включа-
ется RdRp напротив матричного  С в следующем 
положении. При добавлении CTP, UTP, GTP в при-
сутствии Mg2+ наблюдается формирование оста-
новленного комплекса с РНК-транскриптом раз-
мером 42  нт (дор.  7), который не удлиняется при 
добавлении в реакцию oxo-εATP (дор.  8). Таким 
образом, RdRp не включает oxo-εATP напротив 
матричного U в следующем положении. Любопыт-
но, что в присутствии ионов Mn2+ значительная 
часть элонгационных комплексов продолжает 
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Рис. 3. Включение oxo-εATP RdRp на РНК-субстратах с вариабельным матричным основанием в +1  пози-
ции. а  – Схема РНК-субстратов, использованных в экспериментах. РНК-праймер показан красным цветом, 
РНК-матрица  – чёрным. Вариабельное матричное основание в +1  положении  (X) выделено жёлтым цветом, 
встраиваемый напротив него остаток  (Y) и последующие три остатка показаны серым цветом. б  – Анализ 
продуктов транскрипции RdRp в присутствии природных NTP и/или oxo-εATP при добавлении ионов Mg2+. 
Контрольный образец, который инкубировали без NTP, отмечен знаком «−». Реакции проводили с РНК-мат
рицами, содержащими остатки  A, G, C или U в +1  положении. в  – Анализ продуктов транскрипции RdRp в 
присутствии природных NTP и/или oxo-εATP при добавлении ионов Mn2+ по аналогии с панелью  б. Элек-
трофореграммы продуктов транскрипции в 15%-ном ПААГ в денатурирующих условиях. Справа отмечена 
длина РНК-продуктов в нуклеотидах

дальнейший синтез путём включения некомпле-
ментарных NTP (дор.  16), причём наличие oxo-
εATP частично ингибирует эту реакцию (дор.  17). 
При добавлении всех 4  NTP не наблюдается раз-
ницы в электрофоретической подвижности РНК-
продуктов в присутствии и в отсутствии oxo-εATP  
как с ионами Mg2+ (дор. 9, 10), так и с ионами Mn2+ 
(дор.  18, 19). Таким образом, в присутствии при-
родных NTP существенного включения oxo-εATP 
не наблюдается.

Для более детального анализа включения 
oxo-εATP мы модифицировали использованную 
тест-систему. Чтобы проверить включение oxo-
εATP напротив каждого из матричных нуклеоти-
дов в одинаковых условиях, были синтезирова-
ны 4 идентичных РНК-матрицы с вариабельным 
матричным нуклеотидом в +1  положении. Кроме 

того, для лучшего разделения РНК-продуктов в 
ПААГ был использован более короткий РНК-прай-
мер (рис.  3,  а). С целью уменьшения включения 
неправильных (не образующих каноническую 
пару Уотсона–Крика) нуклеотидов время реакции 
было уменьшено до 30  с. В присутствии ионов 
Mg2+ RdRp с высокой эффективностью включает 
NTP, образующие каноническую пару с матрич-
ным нуклеотидом (UTP, CTP, GTP и ATP в случае 
матричных  А, G, C и U соответственно; рис.  3,  б, 
дор.  2, 6, 8, 10), но практически не включает oxo-
εATP (дор.  3, 7, 9, 11). Принципиально другая кар-
тина наблюдается в присутствии ионов Mn2+.

В этом случае в контрольных реакциях каж-
дый из нуклеотидов включается не только напро-
тив соответствующего матричного остатка, но и 
в следующей позиции, напротив матричного  U 
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Рис. 4. Анализ включения oxo-εATP РНКП E.  coli. а  – Схема элонгационного комплекса, использованного в 
экспериментах. РНК-олигонуклеотид показан красным цветом, матричная цепь ДНК – чёрным цветом, нема-
тричная цепь – синим. Показана точка начала включения нуклеотидных остатков (+1), первые 4 включённых 
нуклеотидных остатка отмечены серым цветом, направление транскрипции указано стрелкой. б  – Анализ 
продуктов транскрипции в присутствии разных наборов NTP и oxo-εATP при добавлении ионов Mg2+ (левая 
панель) и Mn2+ (правая панель). Контрольные образцы, которые инкубировали без NTP, отмечены знаком 
«−». Электрофореграмма продуктов транскрипции в 15%-ном ПААГ в денатурирующих условиях. Справа от-
мечена длина РНК-продуктов в нуклеотидах

(рис.  3,  в, дор.  2, 7, 10, 12). В реакциях с oxo-εATP 
модифицированный нуклеотид с высокой эффек-
тивностью включается напротив матричных 
остатков A и G (рис. 3, в, дор. 3, 7) и не включается 
напротив C и U (дор.  11, 13). В случае матриц  А 
и G в присутствии oxo-εATP и АТР происходит 
дальнейшее удлинение РНК-праймера (в сумме 
на 4  нуклеотида), что показывает возможность 
совместного включения oxo-εATP и АТР в синте-
зируемую РНК.

Включение oxo-εATP РНКП в растущую цепь 
РНК. Чтобы понять, является ли способность RdRp 
включать oxo-εATP универсальным явлением, мы 
протестировали активность клеточной РНКП, 
которая неродственна RdRp, в аналогичных реак-
циях. В отличие от RdRp, РНКП синтезирует РНК, 
двигаясь по двунитевой ДНК и осуществляя плав-
ление цепей ДНК по мере синтеза. В этом случае 
для анализа транскрипции с использованием 
олигонуклеотидов был получен синтетический 
элонгационный комплекс, который содержал 

кор-фермент РНКП E.  coli, короткий РНК-тран-
скрипт, матричную и нематричную цепи ДНК 
(рис.  4,  а)  [40–42]. Как можно видеть на рис.  4,  б, 
oxo-εATP не включается напротив остатка  dG в 
матричной цепи в присутствии обоих протести-
рованных катионов (дор.  2,  12). При добавлении 
CTP или СТР и GTP происходит удлинение РНК 
на 1 или 3  нуклеотида (до 21 или 23  нт), но при 
этом добавление oxo-εATP не приводит к даль-
нейшему росту транскрипта (дор.  3–6, 13–16). 
Таким образом, oxo-εATP также не может вклю-
чаться напротив остатков  dC и dT в следующих 
положениях матрицы. При добавлении CTP, GTP и 
ATP транскрипция в контрольных реакциях оста-
навливается после добавления 4  нуклеотидов, в 
соответствии с последовательностью матрицы 
(синтезируется РНК длиной 24  нт; дор.  7, 17).  
В присутствии oxo-εATP наблюдается дополни-
тельное удлинение РНК ещё на два нуклеотида 
(до 26  нт), которое происходит более эффективно 
в присутствии ионов Mn2+ (дор.  8 и 18).
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Рис. 5. Анализ прохождения РНКП E.  coli остатка oxo-εA в матричной цепи ДНК. а  – Схема элонгационного 
комплекса, использованного в экспериментах. РНК-олигонуклеотид показан красным цветом, матричная 
цепь – чёрным цветом, нематричная цепь – синим. Позиция oxo-εA или контрольного dA отмечена буквой X 
и выделена жёлтым цветом. Показана точка начала включения нуклеотидных остатков (+1), первые 4 вклю-
чённых нуклеотидных остатка отмечены серым цветом, буквой  Y показан остаток, включаемый напротив 
oxo-εA или dA. б  – Анализ продуктов транскрипции при прохождении РНКП через oxo-εA в +2  положении 
матричной цепи (левая панель) или через контрольный dA (правая панель). Контрольный образец, который 
инкубировали без NTP, отмечен знаком «−». Электрофореграмма продуктов транскрипции в 15%-ном ПААГ 
в денатурирующих условиях. Справа отмечена длина РНК-продуктов в нуклеотидах

Вероятно, при этом происходит включение 
остатка oxo-εA в 25  положении РНК напротив 
матричного остатка  dA и дальнейшее удлинение 
РНК ещё на один нуклеотид из-за включения G 
напротив матричного dC в 26  положении. Так 
как после этого транскрипция останавливается, 
то oxo-εATP не является функциональным ана-
логом UTP. Наконец, при совместном добавлении 
oxo-εATP и полного набора NTP разницы между 
экспериментом и контролем с полным набором 
NTP не наблюдается (дор.  9, 10, 19, 20).

Включение NTP напротив oxo-εA 2′-дезок-
сирибонуклеотида РНКП. На заключительном 
этапе нашего исследования мы протестировали 
противоположную ситуацию, когда модифициро-
ванный остаток oxo-εA находится в матричной 
цепи ДНК, а синтез РНК клеточной РНКП проис-
ходит с использованием немодифицированных 
NTP. Для этого по аналогии с предыдущим пунк-
том были собраны синтетические элонгационные 
комплексы, содержащие остаток oxo-εA 2′-дезок-
сирибонуклеотида в +2  положении матричной 
цепи ДНК относительно 3′-конца РНК-праймера 
(в +1  положении при этом находится остаток  dА; 

рис. 5, а). В качестве контроля использовали ДНК-
олигонуклеотид, содержащий немодифицирован-
ный остаток  dA в +2  положении. В случае кон-
трольной матрицы РНКП добавляет в растущую 
цепь РНК комплементарные NTP: UTP (происходит 
удлинение 17  нт РНК на 2  нт, до 19  нт; рис.  5,  б,  
дор.  10), UTP и GTP (удлинение на 4  нт, до 21  нт; 
дор.  12) или все четыре NTP (дор.  16). В соответ-
ствии с предыдущими экспериментами также на-
блюдается слабое включение oxo-εATP напротив 
матричного dА (дор.  15). В случае элонгационного 
комплекса, содержащего oxo-εA в +2  положении 
матричной цепи ДНК, во всех реакциях наблюда-
ется включение лишь первого остатка UTP напро-
тив матричного dА, после чего синтез останавли-
вается и дальнейшего включения NTP напротив 
oxo-εA не происходит (рис.  5,  в, дор.  2–8).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы обнаружили, что синтетический аналог 
аденозина oxo-εA в форме трифосфорилированно-
го нуклеозида включается в растущую цепь РНК 
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двумя неродственными РНК-полимеразами. Это 
говорит о том, что oxo-εATP способен проникать 
в область активного центра ферментов благодаря 
своему небольшому размеру и сходству с природ-
ными аналогами.

При этом, так как Уотсон–Криковские взаимо-
действия блокированы этено-модификацией, oxo-
εATP, вероятно, принимает син-конформацию и 
спаривается с пуриновым азотистым основанием 
матричного нуклеотидного остатка в +1  положе-
нии, формируя пару, аналогичную oxo-εA:A [1] или 
частично напоминающую oxo-A:G  [43] в ДНК-кон-
тексте (рис. 1, в). Этим объясняются наблюдаемые 
предпочтения к включению oxo-εATP напротив 
пуриновых нуклеотидов матрицы. В присутствии 
ионов Mg2+ RdRp SARS-CoV-2 медленно включает 
oxo-εATP напротив остатка  А (сравн. включение  
на 4  дорожке рис.  2 за 10  мин и на 3  дорожке 
рис.  3 за 30  с). Ситуация сильно меняется в при-
сутствии ионов Mn2+, когда наблюдается включе-
ние как напротив остатка  A, так и G. В случае 
РНКП E.  coli включение oxo-εAMP происходит 
только напротив остатка dA, причём эффектив-
ность такого включения также увеличивается 
в присутствии ионов Mn2+. Такая разница, веро-
ятно, связана с особенностями структуры актив-
ного центра клеточных РНКП, обеспечивающей 
большую точность синтеза РНК, т.к. пара oxo-
εA-dA более похожа на каноническую, чем пара  
oxo-εA-dG (рис.  1,  в).

Стимулирующее действие ионов марганца 
на включение oxo-εAМР, наблюдаемое в слу-
чае обеих РНК-полимераз, вероятно, объясняется 
разницей в химических свойствах и размерах 
катионов Mn2+ и Mg2+. Ранее методами анализа 
быстрой кинетики для RdRp полиовируса было 
продемонстрировано, что контроль правильности 
включения комплементарного NTP в присутствии 
ионов Mg2+ осуществляется на двух стадиях: ре
ориентации трифосфата входящего NTP и переноса 
фосфорила  [44]. В присутствии ионов Mn2+ RdRp 
теряет способность использовать этап переноса 
фосфорила для контроля точности из-за одина-
ковой скорости для комплементарного и неком-
плементарного NTP  [45], что приводит к сниже-
нию точности RdRp в присутствии Mn2+  [46–48].  
Мы предполагаем, что такое поведение при вклю-
чении синтетических и некомплементарных NTP 
связано с разницей в размерах данных катионов. 
Ион Mn2+ имеет меньший радиус, чем Mg2+, что 
освобождает место в активном центре и позво-
ляет неканонической паре разместиться в актив-
ном центре в благоприятном для катализа поло-
жении. Также для РНКП E.  coli показано, что в 
присутствии ионов Mn2+ быстрее идут реакции 
экзо- и эндонуклеазного расщепления РНК  [49], 
которые осуществляются в том же активном цен-

тре фермента, что и синтез РНК  [25]. Это указы-
вает на возможность Mn2+ менять нуклеофильные 
свойства участников реакции (в данном случае 
молекулы воды)  [49]. Также имеются данные о 
том, что связывание иона Mn2+ приводит к уве-
личению гибкости белковой молекулы RdRp  [50], 
что может дополнительно способствовать вклю-
чению NTP, формирующего пару, отличную от 
канонической. Для более детального понимания 
наблюдаемого явления необходимы дальнейшие 
исследования. В то же время замена стандартного 
катиона Mg2+ на Mn2+ может быть использована 
для ферментативного включения модифициро-
ванных NTP в растущую цепь РНК в прикладных  
задачах.

Так как ранее было показано, что oxo-εA 
может «проходиться» ДНК-полимеразами в клет-
ке  [1], можно было ожидать, что РНКП также 
будет способна включать нуклеотиды напротив 
матричного oxo-εA. Однако было обнаружено, 
что при наличии остатков oxo-εA 2′-дезоксирибо-
нуклеотида в матричной цепи происходит пол-
ное блокирование работы РНКП даже c ионами 
Mn2+. Наблюдаемая разница (включение oxo-εATP 
в РНК, но остановка синтеза напротив матрич-
ного oxo-εA 2′-дезоксирибонуклеотида), вероятно, 
также является следствием устройства активного 
центра РНКП. После транслокации нуклеотидный 
остаток в +1  положении матричной цепи ДНК за-
креплён в активном центре  [51], в то время как 
входящий NTP может находиться в разных кон-
фигурациях  [51], т.е. является более подвижным, 
чем матричное основание, что позволяет занять 
положение, благоприятное для катализа.

Хотя исследованные РНК-полимеразы спо-
собны включать oxo-εATP в синтезируемую РНК, 
нам не удалось увидеть ингибирующего дей-
ствия oxo-εATP на включение немодифициро-
ванных нуклеотидов. Несмотря на 10-кратный 
избыток oxo-εATP над природными NTP, изучен-
ные РНК-полимеразы не включают тестируемое 
соединение в присутствии полного набора NTP, 
и oxo-εATP не подавляет включение комплемен-
тарных нуклеотидов. Таким образом, oxo-εA не 
является потенциальным противовирусным или 
антибактериальным ингибитором транскрип-
ции. Однако oxo-εA может являться прототипом 
для получения более эффективных ингибиторов 
транскрипции путём дальнейших модификаций. 
Учитывая флуоресцентные свойства  [1], oxo-εA 
может также быть использован в качестве мет-
ки при изучении механизмов взаимодействий 
RdRp с РНК и нуклеотидными субстратами. 
На  конкретном примере можно сделать пред-
положение о том, что одновременная модифи-
кация азотистого основания на Уотсон–Криков-
ской и Хугстиновской стороне заместителями,  
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приводящими к перераспределению доноров 
и акцепторов водородных связей и сдвигаю-
щими равновесие в сторону син-конформации, 
делает такие модифицированные нуклеотиды 
слабыми ингибиторами вирусных и бактериаль- 
ных РНКП.
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EFFECT OF 8-OXO-1,N6-ETHENOADENINE DERIVATIVES  
ON THE ACTIVITY OF RNA POLYMERASES  

OF THE SARS-CoV-2 VIRUS AND Escherichia coli
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Bacterial and viral RNA polymerases are promising targets for the development of new transcription 
inhibitors. One of the potential blockers of RNA synthesis is 7,8-dihydro-8-oxo-1,N6-ethenoadenine 
(oxo-εA), a synthetic compound that is a combination of two modifications of adenine: 8-oxoadenine 
and 1,N6-ethenoadenine. In this study we synthesized oxo-εA triphosphate (oxo-εATP) and showed that 
it could be incorporated by RNA-dependent RNA polymerase of the SARS-CoV-2 virus into the synthe-
sized RNA opposite template residues A and G in the presence of Mn2+ ions. In the case of Escherichia 
coli RNA polymerase, the incorporation occurred opposite A residues in the template DNA strand. 
If oxo-εA was present instead of adenine in the template DNA strand, transcription was completely 
stopped at the site of modification. At the same time, oxo-εATP did not suppress RNA synthesis by 
both RNA polymerases in the presence of unmodified nucleotides. Thus, oxo-εA modification signifi-
cantly disrupts the template properties of the nucleotide during RNA synthesis by RNA polymerases 
of different classes, and the corresponding nucleotide derivatives are not potential antiviral or anti-
bacterial transcription inhibitors.

Keywords: modified nucleobases, RNA polymerase, transcription, transcription inhibitors, SARS-CoV-2
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