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пЕрЕдНє слОвО гОлОвНОгО рЕдактОра

Якщо ви, шановний читачу, тримаєте в руках наш журнал не вперше (і сподіваюсь, не востаннє), 
то наразі маєте змогу долучитися до відзначення його славного 90-річного ювілею і розділити з нами 
велику радість із цієї нагоди.

Для мене велика честь скласти переднє слово до ювілейного номера часопису, що його вважа-
ють рідним не тільки біохіміки, а й вчені, близькі до нас за своїми науковими інтересами. тепер він 
має назву «The ukrainian biochemical Journal» (скорочено ubJ), і це не просто данина сьогодення 
найпоширенішій у світі мові науковців, але й свідчення того, що українська фундаментальна наука є 
органічною складовою світової, якою вона, власне, була завжди. 

Ми прагнемо зробити «The ukrainian biochemical Journal» насправді популярним міжнародним 
журналом, але будемо відверті: по суті, він і дотепер залишається «українським біохімічним …», по-
при те, що серед авторів є й іноземні вчені. у тому, що ubJ є більш українським, ніж міжнародним, 
хтось вбачає недолік, інші вважають це перевагою, однак, він дійсно був і залишається єдиним 
біохімічним і, водночас, одним із кращих вітчизняних часописів для публікації наукових праць із 
різних галузей наук «про життя». складно навіть уявити, яка кількість учених опублікувала резуль-
тати своїх досліджень в ubJ (або у звичному для ветеранів біохімії – убЖ), та скільки статей стали 
основою їхніх кандидатських і докторських дисертацій за 90 років!

на ювілеях передусім згадують видатних учених – академіків, членів-кореспондентів, відомих 
своїми здобутками у відповідних галузях докторів наук. Ми із вдячністю і глибокою шаною згадуємо 
наших учителів – патріархів вітчизняної біохімії: О. в. Палладіна, М. Ф. Гулого, в. О. бєліцера, 
Д. л. Фердмана та інших. саме вони розвинули українську біохімічну науку, здобули їй честь і славу. 
але за ними – сотні, і сотні учених – молодих (і не зовсім) – авторів і співавторів статей, опублікованих 
в убЖ за цей час, які хоч і не належать до когорти корифеїв, проте саме вони несли головний тя-
гар експериментальної науки. і саме вони були найчисленнішими творцями журналу на всіх етапах 
його становлення. Працюючи в наукових лабораторіях, на виробництві, у медицині, в сільському 
господарстві, тобто там, де потрібні їхні знання та досвід, вони приносять користь науці, суспільству 
і країні. не можна принагідно  не згадати і наших рецензентів – висококваліфікованих і досвідчених 
експертів у відповідних галузях наук, які робили і роблять вагомий внесок у підвищення науково-тео-
ретичного і методологічного рівня часопису. 

Отже, журнал може пишатися своїми досягненнями. “Ювіляр” з роками виглядає дедалі молод-
шим (подивіться на обкладинку!) та розумнішим (почитайте опубліковані статті!). тож привітаємо 
один одного і тих, хто так чи інакше причетний до ювілею, та загалом усіх, хто присвятив своє життя 
чи не найцікавішій та найсучаснішій науці у світі – біОХіМіЇ.  

Академік НАН і НАМН України
С. В. Комісаренко

До 90-річчя The Ukrainian Biochemical Journal



8

ISSN 2409-4943. Ukr. Biochem. J., 2016, Vol. 88, N 5

дО 90-річчя The Ukrainian Biochemical JoUrnal
Історичний екскурс

О. в. палладін
з 1926 до 1973 р.

головні редактори журналу

м. Ф. гулий
з 1973 до 1981 р.

в. к. лішко
з 1981 до 1989 р.

Редакційна колегія (1949 р.):
а. в. Палладін (голов. редактор),
Д. л. Фердман (заст. голов. редактора),
в. О. бєліцер,
М. Ф. Гулий,
а. і. силакова

Редакційна колегія (1973 р.): 
М. Ф. Гулий (голов. редактор),
а. і. силакова (заст. голов. редактора),
О. є. шевченко (відп. секретар),
Я. в. бєлік,
в. О. бєліцер,
в. П. вендт,
в. а. Григор’єва,
в. П. короткоручко,
М. Д. курський,
р. в. чаговець.

Редакційна колегія (1981 р.):
в. к. лішко (голов. редактор),
Я. в. бєлік (заст. голов. редактора),
Ю. Д. Холодова (відп. секретар редколегії),
в. О. бєліцер,
к. М. веремеєнко,
л. л. Громашевська,
М. Ф. Гулий,
П. а. каліман,
в. П. короткоручко,
с. й. кусень,
М. є. кучеренко,
Г. Х. Мацука,
Г. в. троїцький.

редакційні колегії журналу



9

г. в. донченко
з 1993 до 1998 р.

Редакційна колегія (1990 р.):
с. в. комісаренко (головний редактор),
Ю. Д. Холодова (заст. головного редактора),
с. О. костерін (заст. головного редактора),
н. в. Островська (відп. секретар),
в. а. березін, а. а. болдирєв,
М. М. великий, О. П. Демченко,
Г. в. Донченко, М. і. калінський,
с. О. кудінов, М. Д. луцик,
а. в. риндич, М. Ф. стародуб,
Ю. в. Хмелевський, П. П. чаяло.

с. в. комісаренко
з 1998 р. і дотепер

Редакційна колегія (2016 р.):
с. в. комісаренко (головний редактор), 
с. О. костерін (заст. головного редактора), 
О. с. Микоша (заст. головного редактора),
М. в. Григор’єва (відп. секретар ), 
в. є. Досенко,  Ю. і. Губський, 
н. М. Гула, в. к. кібірєв, 
в. с. кравець, с. с. Малюта, 
О. П. Матишевська, М. М. Мусієнко,
с. П. сидоренко, л. Д. варбанець,
М. М. великий, Г. М. толстанова.

Редакційна колегія (1998 р.):
Г. в. Донченко (головний редактор),
с. О. костерін (заст. голов. редактора),
О. М. Федоров (заст. голов. редактора),
а. П. Дем’яненко (відп. секретар),
Ю. і. Губський, н. М. Гула,
П. а. каліман, М. Д. курський,
М. є. кучеренко, М. к. Малишева,
Д. О. Мельничук, М. Ф. стародуб,
Ю. в. Хмелевський, Ю. Д. Холодова.

До 90-річчя The Ukrainian Biochemical Journal

с. в. комісаренко
з 1990 до 1992 р.
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1926 р. за редакцією академіка О. в. Палладіна виходить перший примірник журналу 
під назвою «наукові записки українського біохемічного інституту».

1934 р. Журнал змінює назву з «наукові записки українського біохемічного 
інституту» на «український біохемічний журнал» (том 7, № 1).

1937 р. зміна назви журналу на «біохемічний журнал».

1939 р. зміна назви журналу на «біохімічний журнал».

1940 р. секретарем редакції призначено О. Я. рашбу (том 15, № 3).

1946 р. Перший післявоєнний випуск журналу. заступником редактора призначено 
члена-кор. Д. л. Фердмана (том 18, № 1).
зміна назви журналу на «український біохімічний журнал».

1949 р. Як додаток до журналу виходить перший і єдиний авторський покажчик до 
томів 1–20 убЖ, 1926–1948 рр. (том 21, № 1).

1949 р. До редакційної колегії крім О. в. Палладіна (редактор) і Д. л. Фердмана (заст. 
редактора), входять в. О. бєліцер, М. Ф. Гулий, Г. і. силакова.

1951 р. До редакційної колегії входить р. в. чаговець (том 23, № 3).

1958 р. Починаючи з цього року, журнал виходить регулярно – 6 номерів на рік.

1960 р. створена перша редакційна рада: О. О. войнар, с. з. Гжицький, П. М. зубенко, 
в. П. короткоручко, к. М. леутський, а. с. Оканенко, і. в. савицький, 
Г. в. троїцький, а. М. утевський, є. Ф. шамрай (том 32, № 6).

1965 р. вперше запроваджено нову посаду «відповідальний секретар», яку обіймає 
в. і. силка (том 37, № 3).

1966 р. редактором журналу працює і. М. Дзюба (до 1967 р., том 39, № 1–4).
1968 р. відповідальним секретарем стає т. і. Матяшевська (том 40, № 4).

1969 р. відповідальним секретарем стає О. є. шевченко (том 41, № 6).

1973 р. Головним редактором стає М. Ф. Гулий (том 45, № 2).

1974 р. До редколегії входить О. с. Циперович (том 46, № 1).

1978 р. До редколегії входить в. к. лішко (том 50, № 1).
зміна назви журналу на «украинский биохимический 
журнал». з цього року журнал індексується в scoPus.

1980 р. Призначається нова посада «науковий редактор». науковими редакторами, 
починаючи з цього часу, стають: с. О. кудінов, Я. в. бєлік, Ю. Д. Холодова, 
М. Д. курський, а. Г. Халмурадов, О. М. Федоров, с. О. костерін, О. с. Микоша.

1981 р. Головним редактором стає в. к. лішко (том 53, № 4).
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До 90-річчя The Ukkrainian Biochemical Journal  

1982 р. відповідальним секретарем стає  М. в. кришень (том 54, № 4).

1986 р. убЖ перевидається англійською мовою видавництвом 
«allerton Press», нью-йорк (до 1991 р.).

1988 р. відповідальним секретарем стає  О. є. шевченко (том 60, № 1).

1990 р. відповідальним секретарем стає н. в. Островська (том 62, № 3). 

1990 р. Головним редактором стає с. в. комісаренко.

1992 р. зміна назви журналу на «український біохімічний журнал».

1993 р. Головним редактором стає Г. в. Донченко.

1996 р. відповідальним секретарем стає а. П. Дем’яненко (том 68, № 4).

1998 р. і 
дотепер

Головним редактором стає с. в. комісаренко (том 70, № 5).

2012 р. і 
дотепер

відповідальним секретарем стає М. в. Григор’єва (том 84, № 1).

2014 р. Починаючи з цього року, журнал виходить під назвою «The ukrainian 
biochemical Journal».

2015 р. створено окремий сайт журналу  http://ukrbiochemjournal.org

Колектив редакції The Ukrainian Biochemical Journal: О. М. Кіпер, А. П. Дем’яненко, 
М. В. Григор’єва, С. Г. Торхова (перший ряд, зліва направо); С. О. Костерін, Т. М. Петренко, 
С. В. Комісаренко, О. С. Микоша (другий ряд, зліва направо)
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The Ukrainian Biochemical JoUrnal:
часи і виклики

у цьому році The Ukrainian Biochemical Journal (Ukr. Biochem. J., або UBJ) виповнюється 
90 років. вік поважний, але для журналів він не є причиною навіть для короткого перепочин-
ку: або йдеш у ногу з часом (а ще краще – випереджаєш час), або зникаєш з поля зору наукової 
спільноти.

заснований у 1926 році видатним ученим Олександром Палладіним як «наукові записки 
українського біохемічного інституту/berichte des ukrainischen biochemischen institutes», жур-
нал неодноразово змінював назву, формат, вигляд, стиль – світ навколо постійно змінюється, 
наука і технології стрімко розвиваються, і кожна зміна приносить нові виклики, які вимага-
ють відповіді.

упродовж 90 років свого існування журнал був свідком та учасником динамічного роз-
витку біохімічної науки: дослідження біохімії нервової та м’язової тканин, окислювальних 
процесів, вітамінів, гормонів, ензимів, протеїнів, нуклеїнових кислот, а з часом – дослідження 
структурно-функціональних властивостей біологічних макромолекул та надмолекулярних 
комплексів, вивчення механізмів ензиматичного каталізу, з’ясування іонних, молекулярних 
та мембранних механізмів внутрішньоклітинної сигналізації. у журналі також мали місце 
найактуальніші питання із суміжних наук: клітинної та молекулярної біології, біофізики, 
біоорганічної хімії, фармакології, біотехнології. результати своїх наукових досліджень дру-
кували на сторінках «українського біохімічного журналу» такі видатні вчені, як академік 
ан срср, ан урср та шістьох європейських академій О. в. Палладін, академіки ан урср 
в. О. бєліцер, М. Ф. Гулий, р. в. чаговець, член-кореспондент ан срср і ан урср Д. л. Фер-
дман, а також їхні учні й послідовники – академіки нан україни с. в. комісаренко, 
с. О. костерін, в. к. лішко, Г. X. Мацука, Г. в. єльська, Д. О. Мельничук, члени-кореспонден-
ти нан україни н. М. Гула, Г. в. Донченко, е. в. луговськой, М. в. скок.

Глобалізація та досягнення інформаційних технологій останніх десятиліть поставили пе-
ред журналом нові вимоги. з 1978 р. убЖ індексується в найбільшій у світі реферативній базі 
даних scopus. Журнал також реферується або індексується в базах PubMed/Medline, chemical 
abstracts Service (CaS), Crossref, index medicus, Current Contents, Science Citation index, Journal 
citation Reports та інших. з 2010 р. убЖ надає свої електронні версії для розміщення на сайті 
національної бібліотеки україни імені в. і. вернадського, а з 2011 р. – на порталах ebsco 
компанії elsevier. у 2016 р. подано заяву про включення UBJ до пошукової платформи Web of 
science компанії Thomson Reuters.

Обмін ідеями, науковими результатами, фактами вимагає ширшого використан-
ня англійської мови і відповідних зусиль для підвищення рейтингу наукового журналу. у 
2013 р. назва «українського біохімічного журналу» зареєстрована англійською мовою – «The 
ukrainian biochemical Journal». Як наслідок було змінено його індекс issn, а в 2015 р. журнал 
отримав також індекс issn для своєї онлайнової версії.

зміни в інформаційних технологіях спонукають впроваджувати передові технології і 
в наукову комунікацію. Обов’язковим елементом наукового періодичного видання сьогодні 
є його присутність онлайн, причому не просто присутність, а наявність сучасного сай-
ту, добре «видимого» пошуковими системами, зрозумілого для міжнародної спільноти, 
зручного для користувачів, із правилами для авторів, змістом номерів, реферативною 
інформацією, повними текстами статей та списком літератури, оформленим відповідно до 

doi: https://doi.org/10.15407/ubj88.05.012
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міжнародних стандартів, архівом, пошуком і багатьма іншими функціями. саме такий новий 
сайт – українською, англійською та російською мовами – створено для UBJ навесні 2015 р. 
(http://ua.ukrbiochemjournal.org/). крім того, наявність такого окремого сайту UBJ дозво-
лила зробити наступний крок – зареєструватися в агентстві crossRef для отримання циф-
рового ідентифікатора Doi (Digital object identifier). тепер кожний номер журналу, кожна 
опублікована в ньому стаття має Doi – шлях до документа в інтернеті.

редакція журналу постійно вдосконалює роботу з авторами, спрямовуючи зусилля 
на підвищення якості викладу поданих матеріалів. у 2011 р. було запроваджено подвійне 
анонімне рецензування. з 2013 р. відбувається поступовий перехід на міжнародні стандарти, а 
саме: випуски UBJ і статті отримують Doi; анотації до статей стали структурованими, список 
літератури перекладаеться англійською мовою згідно з міжнародними стандартами (без цього 
посилання не можуть бути опрацьовані та включені до жодних рейтингових оцінок); до скла-
ду редакційної колегії увійшли іноземні науковці; редакція не приймає статей, автори яких не 
дотримуються європейської конвенції про захист хребетних тварин, що використовуються 
для дослідних та інших наукових цілей. Дотримання цих міжнародних стандартів дозволяє 
точніше ідентифікувати авторів, створювати їхні профілі та запобігати втраті статей у системі 
аналізу організацій та авторів.

натомість, важливим напрямом подальшої роботи з підвищення престижності UBJ, ма-
буть, має стати розширення географічного й інституційного кола авторів журналу. відома 
рекомендація: «уникати журналів, що мають більшість статей з 1–5 країн або 5–10 організацій» 
(http://wokinfo.com/). наразі ситуація з UBJ є саме такою (рис. 1): з 250 наукових статей, над-
рукованих у 2013–2015 рр., більше половини (136) надійшли з п’яти установ, і майже всі – з 
українських інститутів.

Рис. 1. Топ-10 установ за кількістю наукових статей, опублікованих в UBJ у 2013–2015 рр.
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вищезгадані нововведення принесли позитивні результати. у 2016 р. до журналу ста-
ли надходити роботи з країн, що не перебували у складі срср, і виконані не у співпраці з 
українськими науковцями – з туреччини, індії, індонезії, іраку. таким чином, аудиторія та 
коло авторів журналу поступово змінюється з регіональної на міжнародну.

зі зміною назви журнал взяв курс на повний перехід змісту на англійську мову. так, у 
2002–2006 рр. англійською було опубліковано 5,8% наукових статей, у 2014 р. (після перейме-
нування журналу) – 15%, і в 2015 р. – більше половини (рис. 2). Починаючи з 2016 р., наукові 
статті в UBJ публікуються виключно англійською мовою. на цьому етапі важливим чинником 
стає поєднання зусиль авторів, рецензентів, редакторів і перекладачів. зрозуміло, що рейтинг 
журналу залежить, насамперед, від актуальності та наукової якості опублікованих в ньому 
робіт. утім, мова та логічна послідовність викладу, належне оформлення одержаних наукових 
результатів, професійний переклад роблять статтю «читабельною», істотно впливають на її 
цитування і відповідно на імпакт-фактор журналу.

Рис. 2. Структура журналу за мовою опублікованих робіт, 2006–2015 рр. Примітка: У 2013 р. в одному 
з номерів «Українського біохімічного журналу» було опубліковано матеріали міжнародної конференції 
з біохімії «Biochemistry and Biotechnology for Modern Medicine», що пояснює відносно великий відсоток 
публікацій англійською мовою в тому році
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Рис. 3. Загальна кількість цитувань, отриманих за статтями, опублікованими в UBJ, за три попередні 
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крім того, за даними scimago Journal & country Rank з 2013 р. зростає кількість цитувань 
статей, опублікованих в UBJ (рис. 3).

відповідно зростає й показник престижності журналу – sJR (рис. 4). Як відомо, sJR 
враховує впливовість посилань, тобто посилання з престижного журналу зараховується з 
більшою вагою, ніж посилання з менш престижного. таким чином, цей показник є незалеж-
ним від області знань і враховує лише рівень журналів, де було зареєстровано цитування.

Позитивну динаміку демонструє й статистика відвідувань сайта UBJ (рис. 5). за рік 
після створення у травні 2016 р. місячна кількість візитів сягнула 6472 при 3990 «унікальних 

Рис. 4. Показник престижності UBJ – індикатор SCImago Journal Rank (SJR).
(Джерело: http://www.scimagojr.com/journalsearch.php?q=21100395051&tip=sid&clean=0)
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Рис. 5. Помісячні показники відвідування нового сайта UBJ з часу створення до вересня 2016 р. включно. 
Примітка: «Унікальні відвідувачі» – кількість хостів (IP-адрес), які відвідали сайт (хто переглянув 
принаймні одну сторінку). Ця цифра віддзеркалює кількість різних відвідувачів, які зайшли на сайт 
протягом одного дня. «Кількість візитів» – новим відвідувачем вважається такий, якого не було на 
сайті понад 60 хвилин
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Рис. 6. Відсоток переглянутих сторінок на сайті UBJ за IP-адресами відвідувачів у 2015 і 2016 роках

Т а б л и ц я. Роботи, надруковані в UBJ у 2011–2015 рр.

2011 2012 2013 2014 2015
загальна кількість 
статей 72 77 87 96 83
Обсяг, авт. аркушів 71,8 84,9 108,6 89,3 83,8
Огляди 7 7 15 12 11
експериментальні 
роботи 59 64 67 78 67
статті з історії біохімії 6 6 5 6 6

Примітка: у 2013 р. в одному з номерів «українського біохімічного журналу» було опубліковано матеріали 
міжнародної конференції з біохімії «biochemistry and biotechnology for Modern Medicine», що пояснює відносно 
великий обсяг журналу та кількість опублікованих статей в тому році.

відвідувачах». Після зрозумілого падіння відвідувань у літні місяці відпусток кількість візитів 
і відвідувачів знову почала зростати.

Майже половина сторінок на сайті журналу переглянута відвідувачами із закордонними 
iP-адресами (рис. 6):

за період з 2011 до 2015 р. у журналі надруковано 420 статей загальним обсягом 438,4 ав-
торських аркушів, з них оглядів – 52, експериментальних робіт – 335 і статей з історії біохімії – 
29. нижче наведено деякі інші статистичні дані, що характеризують роботу журналу в останні 
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Рис. 8. Подані, прийняті та відхилені роботи, 2011–2015 рр.

роки: структура журналу і кількість статей за типом опублікованих робіт (таблиця і рис. 7), 
кількість поданих та опублікованих і процент відхилених робіт (рис. 8).

Журнал розвивається завдяки зусиллям усіх наших авторів, рецензентів, членів 
редакційної колегії та редакційної ради, редакторів і співробітників редакції. Цей ювілей є 
чудовим приводом висловити подяку всім, хто вніс і вносить свої знання, час і сили в розвиток 
журналу.

М. В. ГРиГОР’єВА, Т. М. ПеТРеНКО

Інститут біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: mvgrigorieva@biochem.kiev.ua

Рис. 7. Структура журналу за типом опублікованих робіт, 2006–2015 рр.
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1Palladin Institute of Biochemistry, National academy of Sciences of Ukraine, kyiv;
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2Bohomolets National Medical University, kyiv, Ukraine

Tumor necrosis factor (TNF) superfamily receptors and TNF apoptosis inducing ligands play an im-
portant role in the realization of TNF function and control tumor growth. The TNF-related pathways are 
controlled by endoplasmic reticulum stress signaling, which has a crucial role in the control of cell prolifera-
tion and tumor growth. Furthermore, the inhibition of IRe1 (inositol requiring enzyme-1), which is a central 
mediator of endoplasmic reticulum stress sand mainly responsible for cell proliferation and apoptosis, leads 
to suppression of tumor growth through specific changes in the expression of genes encoding transcription 
factors, tumor suppressors, angiogenesis and apoptosis related proteins, including TNF superfamily recep-
tors and TNF apoptosis inducing ligands. Therefore, changes in the expression level of TNF-related genes 
encoding TNF superfamily receptors and apoptosis inducing ligands possibly reflect metabolic reprogram-
ming of cancer cells upon inhibition of IRe1-mediated endoplasmic reticulum stress signaling and correlate 
with suppression of glioma cell proliferation.

k e y  w o r d s: TNF superfamily receptors, TRaIl, decoy receptors, IRe1 inhibition, glioma cells.

T umor necrosis factor alpha (TnFa) is a mul-
tifunctional pro-inflammatory cytokine that 
belongs to the tumor necrosis factor (TnF) 

superfamily. TnF is a highly pleiotropic cytokine 
with multiple activities other than its originally dis-
covered role of tumor necrosis in rodents. TnF is 
now understood to play a contextual role in driving 
either tumor elimination or promotion [1, 2]. it is 
now clear that TnF has many different functions in 
cancer biology. in addition to causing the death of 
cancer cells, TnF can activate cancer cell survival 
and proliferation pathways, trigger inflammatory 
cell infiltration of tumors and promote angiogenesis 
and tumor cell migration and invasion. These effects 
can be explained by the diverse cellular responses 
that TnF can initiate through distinct signal trans-
duction pathways, opening the way for more selec-
tive targeting of TnF signalling in cancer therapy 
[3, 4]. This cytokine is involved in the regulation of a 
wide spectrum of biological processes including cell 
proliferation, differentiation, apoptosis, lipid metabo-
lism, and coagulation. it has been implicated in a 
variety of diseases, including autoimmune diseases, 

insulin resistance, and cancer [2, 5]. TnFa is mainly 
secreted by macrophages and can induce cell death 
of certain tumor cell lines. knockout studies in mice 
also suggested the neuroprotective function of this 
cytokine. 

The tumor necrosis factor superfamily 
(TnFSF) contains about thirty structurally related 
receptors and about twenty protein ligands that bind 
to one or more of these receptors. TnFa can bind 
to, and thus functions through its receptors (mem-
bers of tumor necrosis factor receptor superfamily: 
TnFrSF) TnFrSF1a/TnFr1 and TnFrSF1B/
TnFr2 as well as through Fas-related death re-
ceptors have been discovered and include death 
receptors (dr3, dr4, dr5, and dr6), also known 
as TnFrSF25, TnFrSF10a, TnFrSF10B, and 
TnFrSF21, correspondingly [3, 6-9]. 

death receptors have an extracellular region 
containing varying numbers of cysteine-rich do-
mains and an intracellular region that contains the 
death domain. The death receptors are activated in a 
ligand-dependent or independent manner and trans-
duce apoptotic signals via their respective intracel-

doi: https://doi.org/10.15407/ubj88.05.018
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lular death domains. in addition to death receptors, 
several decoy molecules have also been identified 
and include decoy receptor 1 (dcr1), dcr2, dcr3, 
and dcr4, also known as TnFrSF10C/TraiLr3, 
TnFrSF10d/TraiLr4/TrUndd, and TnFrS-
F11B or osteoprotegerin (OPG), correspondingly 
[10, 11]. The inhibitory decoy receptors (dcr1 and 
dcr2) co-expressed with death receptor 4 and 5 on 
the same cell can block the transmission of the apo-
ptotic signal. 

Tumor necrosis factor-related apoptosis-indu-
cing ligand (TraiL) or apo2 ligand (apo2L) is a 
member of the TnF superfamily of cytokines that 
induces the process of cell death (apoptosis) upon 
binding to its death domain-containing transmem-
brane receptors, death receptors 4 and 5 [12,13]. 
TraiL is a cytokine that is produced and secreted 
by most normal tissue cells. importantly, TraiL 
preferentially induces apoptosis in cancer cells while 
exhibiting little or no toxicity in normal cells. To 
date, research has focused on the mechanism of apo-
ptosis induced by TraiL and the processes involved 
in the development of TraiL resistance. TraiL-
resistant tumors can be re-sensitized to TraiL by 
a combination of TraiL with chemotherapeutics or 
irradiation. Studies suggest that in many cancer cells 
only one of the two death-inducing TraiL receptors 
is functional [14]. Schematic representation the role 
of TnFa superfamily receptors and TnF apoptosis 
inducing ligands (Tradd and TraiL) in the regu-
lation of apoptosis, cell survival and proliferation is 
shown in Fig. 1.

The extrinsic apoptosis pathway is activated 
when certain members of the tumor necrosis fac-
tor receptor superfamily are oligomerized by their 
cognate ligands that are members of the TnF super-
family. The apoptosis-inducing capacity of a mem-
ber of the TnFrSF relies on the presence of a death 
domain in the intracellular portion of the receptor 
protein. Such receptors are also referred to as death 
receptors. Binding of a TnFSF ligand to a TnFrSF 
receptor that is expressed on the surface of a cell 
results in the formation of a receptor proximal pro-
tein complex. This protein complex is the platform 
for further signaling events within the cell [15]. in 
case of death receptors like TnF-related apoptosis-
inducing ligand receptor 1 (TnFrSF10a/dr4/
TraiLr1), TnFrSF10B (dr5/TraiLr2/kiLL-
Er), Cd95 (Fas), or TnF receptor 1 (TnFr1), this 
complex is termed death-inducing signaling complex 
(diSC). The compositions of the various diSCs have 

been intensively studied in the last decade. For the 
Cd95 and the TnFrSF10a/TnTrSF10B diSCs, it 
is now clear that the adaptor protein Fas-associated 
death domain protein (Fadd) forms part of these 
complexes and is necessary for recruitment of the 
proapoptotic signaling molecules caspase-8 and 
caspase-10 [15]. recruitment of these proteases al-
lows for their activation at the diSC and subsequent 
induction of apoptosis. The caspase-8 homologous 
cellular FLiCE-like inhibitory protein (cFLiP) can 
also be recruited to the diSC, which acts as an 
anti-apoptotic regulator by interfering with activa-
tion of caspases 8 and 10 at the diSC. interestingly, 
treatment of TraiL-resistant tumor cells with pro-
teasome inhibitors renders these cells sensitive for 
TraiL-induced apoptosis [15]. 

Tumor necrosis factor receptors

Several tumor necrosis factor receptors 
(TnFrSF1a/TnFr1 and TnFrSF1B/TnFr2)
and Fas-related death receptors (TnFrSF) have 
been discovered and include dr3/TnFrSF25, 
dr4/TnFrSF10a, dr5/TnFrSF10B, and dr6/
TnFrSF21 [8,14,16]. These receptors contain an 
extracellular region containing varying numbers of 
cysteine-rich domains and an intracellular region 
that contains the death domain. The death receptors 
are activated in a ligand-dependent or independent 
manner and transduce apoptotic signals via their 
respective intracellular death domains. recent evi-
dence suggests that tumor suppressor protein p53 up-
regulates the expression of death receptors Fas and 
dr5, and thus, may mediate apoptosis in part via Fas 
and/or dr5. 

The dr3, also known as TnFrSF25 and 
Lard (lymphocyte-associated receptor of death), is 
a lymphoid-specific death domain containing recep-
tor regulated by alternative pre-mrna splicing [17]. 
recently, it was shown that bee venom inhibits  cer-
vical tumor growth through enhancement of death 
receptor expressions and inactivation of nuclear fac-
tor kappa b (nF-κb) in mice [18]. similar inhibitory 
effects of bee venom on cancer growth in primary 
human cervical cancer cells were also found. This 
inhibition of cancer cell growth was mediated by the 
induction of apoptotic cell death in a dose dependent 
manner [18]. agreed with cancer cell growth inhibi-
tion, the expression of FaS, dr3 and dr6 as well 
as death receptor downstream pro-apop totic proteins 
including caspase-3 and baX were concomitantly 
increased, but the nF-κb activi ty and the expres-
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sion of BCL-2 were inhibited by treatment with bee 
venom in tumor mice, human cancer cells and hu-
man tumor samples as well as cultured cancer cells. 
in addition, deletion of FaS, dr3 and dr6 by small 
interfering Rna significantly reversed bee venom-
induced cell growth inhibitory effects as well as nF-
kB inactivation [18].

The dr4/TnFrSF10aand dr5/TnFrSF10B, 
also known as TraiL-receptors 1 and 2, have pro-
apoptotic properties, and pro-apoptotic receptor ago-
nists targeting these death receptors hold promise for 
cancer therapy based on their selective ability to kill 
malignant versus healthy cells [19]. it was shown 
that TraiL induces tumor-selective cell death by 
engaging the pro-apoptotic death receptors dr4 and 
dr5 in a wide variety of tumor cells while sparing 
vital normal cells [20, 21]. The antitumor potential 
of the TraiL pathway has been targeted by seve-
ral therapeutic approaches including recombinant 
TraiL and TraiL-receptor agonist antibo dies 
among others. interest in sensitizing tumor cells to 
TraiL-mediated apoptosis has driven investiga-
tions of TraiL-receptor gene regulation, though 
regulation of the TRaIl gene has been less studied. 
Furthermore, TraiL serves as a pro-apoptotic ef-

fector molecule in the immune surveillance of can-
cer that is conditionally expressed by immune cells 
upon stimulation via an interferon-response element 
that was identified in early studies of the TRaIl gene 
promoter. The regulation of TRaIl gene expres-
sion involves several modalities of gene regulation 
including transcription factors, epigenetics, single-
nucleotide polymorphisms and functionally distinct 
isoforms [20]. There is data that toll-like receptor 3 
(TLr3) induces cell death via death receptors and 
mitochondria by up-regulating the transactivation of 
p63 isoform alpha (TaP63alpha), which is a crucial 
regulator downstream of TLr3 [22].

The activation of cell-surface death receptors 
represents an attractive therapeutic strategy to pro-
mote apoptosis of tumor cells. For this aim several 
recombinant human apo2L/TraiL and monoclo-
nal agonist antibodies directed against death recep-
tors-4 or -5 have been investigated [23]. recently, 
it was shown that agonistic TnF-related apoptosis-
inducing ligand receptor-specific human monoclo-
nal antibodies (Tr1-igms) are attractive antitumor 
therapeutics [24]. These antibodies dramatically in-
hibited tumor growth in a xenograft model through 
the caspase activation cascade and in human tumor 

Fig. 1. Schematic representation of the role of tumor necrosis factor alpha (TNFa) superfamily receptors 
(TNFRSF) and TNF apoptosis inducing ligands (TRaDD and TRaIl) in the regulation of apoptosis, cell 
survival and proliferation
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cell lines bound to TraiLr1, activated the cas-
pase signal, and induced strong apoptosis (100-fold 
higher compared with the igG form which did not 
demonstrate ideal apoptosis-inducing capacity in 
the absence of additional antibodies) [24]. it is in-
teresting to note that cancer cells acquire TraiL-
resistance and thus avoid TraiL-induced apoptosis 
and that PTBP1/HnrnP1 (Polypyrimidine Tract 
Binding Protein 1/Heterogeneous nuclear ribonu-
cleoprotein Polypeptide 1), a splicer protein that is 
associated with pre-mrnas in the nucleus and ap-
pears to influence pre-mRna processing and other 
aspects of mrna metabolism and transport and 
plays an important role in energy metabolism, is 
highly expressed in TraiL-resistant human colon 
cancer dLd-1 [25]. moreover, silencing PTBP1 by 
using sirna for PTBP1 (sir-PTBP1) resulted in a 
significant increase in TRail-sensitivity along with 
the switching of pyruvate kinase muscle (Pkm) iso-
forms from Pkm2 to Pkm1, leading to impaired 
Warburg effect, because the intracellular aTP levels  
were significantly increased and the production of 
lactate decreased. notably, sir-PTBP1 canceled 
the resistance by increasing the expression level 
of TnFRsF10b/DR5 and effectively inducing the 
translocation of dr5 to the cell surface membrane. 
also, sir-PTBP1 up-regulated the expression level 
of cysteine-rich angiogenic inducer 61 (cyR61; 
CCn1), which contribu ted to the enhanced sensitivi-
ty to TraiL-induced apoptosis [25]. 

nogueira et al. [26] have shown that TnFrS-
F10B/dr5 interacts with the core microprocessor 
components drosha and dGCr8, thus impairing 
proces sing of primary let-7 mirna in pancreatic 
cancer cells and opened new horizons of mirna 
regulation. it has been shown that Xenografting 
TnFrSF10B silenced pancreatic cancer cells in 
SCid-mice indicated that there was notable suppres-
sion of tumor growth [26]. recently, it was shown 
that the TraiL pathway is selectively activated 
by small molecule OnC201/TiC10 in tumor cells 
[27]. The anti-tumor activity of OnC201 has been 
demon strated in seve ral preclinical models of can-
cer, including refractory solid tumors, a transgenic 
lymphoma mouse mode land pediatric non-Hodgkin's 
lymphoma (nHL) cell lines. OnC201 caused a dose-
dependent reduction in the cell viability of nHL cell 
lines that resulted from induction of apoptosis [27]. 
an induction of TraiL and its receptor TraiLr2/
dr5 was also observed in these cell lines. Further-
more, dual induction of TraiL and TnFrSF10B/

dr5 appeared to drive the observed apoptosis in 
these lymphoma cells. 

recently, Li et al. [28] have shown that TnFrS-
F10B/dr5 participate in the apoptosis of Hep G2 
cancer cells, which are significantly enhanced by the 
combination of cisplatin with chrysin, a natural fla-
vonoid widely found in various plants and foods and 
demonstrated effective anti-cancer activity. cisplatin 
in combination with chrysin increased the phospho-
rylation and accumulation of p53 through activating 
Erk1/2 in Hep G2 cells, which led to the overex-
pression of the pro-apoptotic proteins TnFrSF10B/
dr5 and Bax and the inhibition of the anti-apoptotic 
protein Bcl-2 [28]. in addition, combination of cis-
platin and chrysin promoted both extrinsic apopto-
sis by activating caspase-8 and intrinsic apoptosis 
by increasing the release of cytochrome c and acti-
vating caspase-9 in Hep G2 cells and other human 
cancer cells that are resistant to cisplatin [28]. it 
was also shown that (E)-2,4-bis(p-hydroxyphenyl)-
2-butenal (a mrP) induces apoptosis in human 
non-small-cell lung cancer (nSCLC) cells by p38 
MaPk-mediated suppression of nF-κb and activa-
tion of TnFrSF10B/dr5, TnFrSF25/dr3, and 
TnFrSF21/dr6, which then activates the caspase-3 
and caspase-9 pathways [29]. inhibitory effect of (e)-
2,4-bis(p-hydroxyphenyl)-2-butenal on the growth 
of nSCLC cells due to induction of apoptosis was 
concentration- and time-dependent. Concomitantly, 
it significantly increased the expression of apoptotic 
proteins such as cleaved Bax and p53, but down-
regulated the expression of anti-apoptotic proteins 
Bcl-2, the inhibitor of apoptosis protein-1 and -2. 
Of the death receptors activated, only TnFrSF10B 
knock down with siRna reversed the effect of (e)-
2,4-bis(p-hydroxyphenyl)-2-butenal. moreover, only 
pretreatment with a p38 maPk inhibitor reversed 
(E)-2,4-bis(p-hydroxyphenyl)-2-butenal-induced cell 
growth inhibition, increase in cleaved caspase-3, -9 
and TnFRsF10b expression, and nF-κb inactiva-
tion [29]. 

To achieve optimal clustering of TnFrSF10B/
dr5, a novel multivalent nanobody approach was 
taken with the goal of generating a significantly 
more potent dr5 agonist [30]. Thus, trivalent dr5 
targeting nanobodies mimic the activity of natural li-
gand, and furthermore, increasing the valency of do-
mains to tetramer and pentamer, markedly increased 
potency of cell killing on tumor cells, with penta-
mers being more potent than tetramers in vitro. The 
increased potency was attributed to faster kinetics of 
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death-inducing signaling complex assembly and cas-
pase-8 and caspase-3 activation. moreover, in vivo, 
multivalent nanobody molecules elicited superior 
anti-tumor activity compared to a conventional dr5 
agonist antibody, including the ability to induce tu-
mor regression in an insensitive patient-derived pri-
mary pancreatic tumor model [30]. Therefore, many 
agonistic monoclonal antibodies specific for TRail 
receptors induce apoptosis in multiple tumor cell 
types, but some TraiL receptor-expressing tumor 
cells, including Jurkat T cells, are resistant to TraiL 
receptor-specific monoclonal antibody-induced apo-
ptosis. kobayashi et al. [31]  constructed a chimeric 
antigen receptor (Car) of a TraiL-receptor 1-spe-
cific single chain variable fragment (scFv) antibody 
(TraiL-receptor 1-scFv-Car), which killed Jurkat 
T cells via TraiL-receptor 1-mediated apoptosis.

Recently, it was shown that methyl jasmonate, 
a botanical hormone that serves as a signal transduc-
tion intermediate and regulates cell death in stressed 
plants, induces cell cycle arrest, apoptosis and non-
apoptotic cell death selectively in cancer cells [32]. 
The molecular mechanism through which methyl 
jasmonate induces apoptosis in human non-small cell 
lung cancer (nSCLC) was studied. it was found that 
methyl jasmonate triggered apoptosis via the DDiT3/
Gadd153-TnFrSF10B/dr5-CaSP axis. Thus, me-
thyl jasmonate treatment significantly decreased the 
expression of CFLar (CaSP8 and Fadd-like apo-
ptosis regulator, an inhibitor of CaSP8) in nSCLC 
cells, and ectopic expression of CFLar partly pro-
tected cells from methyl jasmonate-induced apop-
tosis [32]. The activity of pro-apoptotic genes ex-
pression such as TNFRSF10BDR5 or TP63 is also 
regulated by the LTr12 from endogenous retrovirus 
9 [33, 34]. when treating testicular cancer cells with 
HdaC inhibitors as well as the death ligand TnF-re-
lated apoptosis-inducing ligand (TraiL), rapid cell 
death was observed, this depended on TnFrSF10B 
expression [34]. The promoter activity of LTr12 is 
largely confined to the testes, silenced in testicular 
carcinoma, but reactivated in testicular cancer cells 
by broad-range histone deacetylase (HdaC) in-
hibitors, which also induce LTr12 activity in cells 
derived from many additional tumor species [33]. 
moreover, HdaC inhibitors also cooperate with 
cisplatin to promote apoptosis in testicular cancer 
cells. Erv9-LTrs not only drive a large set of hu-
man transcripts, but a subset of them acts in a pro-
apoptotic manner [34]. 

The TRail is a potent and specific inducer 
of apoptosis in cancer cells, but not all pancreatic 

cancer cells respond to this apoptosis inducing li-
gand. To overcome resistance and improve the ef-
fectiveness of TraiL-based therapies the constructs 
were created expressing soluble TraiL variants 
that were rendered specific for either TRailR1/
dr4 or TraiLr2/dr5 by amino acid changes 
in the TraiL ectodomain. it was shown that the 
TRailR1/DR4 specific variant had higher apopto-
sis-inducing activity in human pancreatic carcinoma 
Colo357 cells as well as PancTu1 cells that were addi-
tionally sensitized by targeting of X-linked inhibitor 
of apoptosis protein (XiaP), also known as inhibitor 
of apoptosis protein 3 (iaP3) [35]. Furthermore, the 
TRailR1 specific recombinant protein (DR4) was 
more efficacious than recombinant wild type TRail 
on Colo357 xenografts in nude mice. Thus, synthetic 
biological approaches can potentially enhance the 
therapeutic efficacy of TRail-based therapies in 
pancreatic cancer, suggesting that they can possibly 
become part of individualized and tumor specific 
combination treatments in the future [35]. most glio-
ma cells are also resistant to TraiL-induced apop-
tosis and this resistance to TraiL limits  its poten-
tial use as a drug for therapy of glioma. khan et al. 
[36] have shown that evodiamine, a major bioactive 
compound of the Chinese herb evodiae fructus, sen-
sitizes U87 glioblastoma cells to TraiL and inhibit 
cell growth in a dose-dependent manner; however, 
TRail alone failed to exert any cytotoxic effect. 
combining TRail with evodiamine significantly 
increased the apoptotic rate of U87 glioblastoma 
cells, as compared to evodiamine treatment alone 
through increased expression of death receptors dr4 
and dr5 as well as caspase-8 and cleaved caspase-3 
[36]. 

it is interesting to note that mitochondrial divi-
sion inhibitor-1 (mdivi-1), also known as dynamin 
1-like (ndm1L), is able to enhance the sensitivity of 
human ovarian cancer cells to death receptor ligands 
including TraiL, FaS ligands, and TnFa [37]. im-
portantly, the combination of TraiL and ndm1L 
has no apparent cytotoxic effect on non-transformed 
human cells, indicating a significant therapeutic win-
dow. This effect is mediated by caspase-8 and not by 
the two important pro-apoptotic Bcl-2 family pro-
teins Bax and Bak [37]. 

hypoxia is a major problem that impairs the 
sensitivity of human cancer cells to death by apop-
tosis. Certain mirnas that regulate apoptotic genes 
including mir-210 can be induced by hypoxia, re-
sulting in cell apoptosis. Tse et al. [38] observed a 
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significant induction of miR-210 in primary ovarian 
follicular cells exposed to hypoxia, and gene ontolo-
gy analysis further highlighted the potential roles of 
miR-210 in cell proliferation, cell differentiation, and 
cell apoptosis through a number of mir-210 target 
apoptotic genes, including TnFrSF10B/dr5, de-
leted in liver cancer 1 protein (dLC1), STE20-like 
serine/threonine-protein kinase (SLk), rna binding  
motif protein 25 (RbM25), and ubiquitin-specific-
processing protease 7 (USP7) [38]. moreover, ec-
topic expression of mir-210 would result in down-
regulation of these apoptotic genes. On the other 
hand, the inhibition of mir-210 promoted apoptotic 
cell death and the expression of apoptotic marker - 
caspase 3 in follicular cells under hypoxic treatment, 
supporting the regulatory role of mir-210 in ovarian 
cell apoptosis [38].

recently, it was shown that apoptosis induced 
by TraiL in PC-3 cells is enhanced by inhibition of 
transient receptor potential melastain 7 (TrPm7), a 
bifunctional protein with dual structure of both ion 
channel and protein kinase, which participate in a 
wide variety of diseases including cancer [39]. The 
influence and potential function of TRPM7 on the 
PC-3 cells apoptosis induced by TnF-related apopto-
sis inducing ligand (TraiL) was also demonstrated. 
The expression of TrPm7 is up-regulated in PC-3 
cells after treating with TraiL and subsequent in-
duction of apoptosis. Furthermore, the suppression 
of TRPM7 by TRPM7 non-specific inhibitors not 
only markedly eliminated TrPm7 expression level, 
but also increased the apoptosis of TraiL-treated 
PC-3 cells, which may be regulated by the phos-
phatidyl inositol 3-kinase/protein kinase B signaling 
pathway accompanied with up-regulated expression 
of cleaved caspase-3, TraiL-receptor 1/dr4, and 
TraiL-receptor 2/dr5 [39]. 

TnFrSF21 (death receptor-6, dr6) is an or-
phan TnF receptor superfamily member and is 
expressed ubiquitously with high expression in the 
lymphoid organs, heart, brain and pancreas. Ectopic 
expression of dr6 in some cell lines leads to apopto-
sis and activation of the Jnk and nF-κb pathways. 
Some tumor cells overexpress dr6, typically in con-
junction with elevated anti-apoptosis molecules. DR6 
show normal development with no gross patholo gy 
in any major organs. in the absence of DR6, b-cells 
show increased proliferation, cell division and cell 
survival upon mitogenic stimulation (anti-Cd40 
and LPS) [16]. Thus, dr6 plays an important regu-
latory role for the generation of adaptive immunity. 

in addition, TnFrSF21 is highly expressed in many 
tumor cell lines and tumor samples. interestingly, 
both of its transcriptional and cell surface expres-
sion are regulated by the nF-κb pathway and metal-
loproteinase in some tumor cell lines, respectively. 
The role of dr6 as an apoptosis-inducing receptor 
is less clear and perhaps cell type dependent [16]. 
it is interesting to note that dr6 can bind the amy-
loid precursor protein via the protein extracellular 
regions, inhibits synapse formation and is important 
for aPP-induced dimerization and activation of cell 
surface TnFrSF21/dr6 [40]. 

mirzaei et al. [41] have shown significant 
changes in the expression profile of apoptotic genes 
in the aGS (gastric adenocarcinoma), 5637 (bladder 
tumor), and U-87mG (brain tumor) cell lines trans-
fected with OCT4B1, a newly discovered spliced 
variant of transcription factor OCT4, which is pri-
marily expressed in pluripotent and tumor cells. 
This variant of transcription factor ocT4 is signifi-
cantly overexpressed in tumors, where it endows an 
anti-apoptotic property to tumor cells. The expres-
sion of TnFrSF1a/Tradd, TnFrSF21/dr6, 
TnFrSF10B/dr5, TnFrSF11B (decoy receptor 
osteoprotegerin, and CaSP7) is up-regulated in all 
three examined cell lines following OCT4B1 sup-
pression with irrelevant sirnas and down-regulated 
in cells transfected with OCT4B1 [41]. Thus, with 
some minor exceptions, the suppression of OCT4B1 
caused up-regulation of pro-apoptotic and down-
regulation of anti-apoptotic genes in tumor cells. 
Jang et al. [42] studied effect of the suppression of 
adenine nucleotide translocase-2 (anT2) by short-
hairpin rna (shrna) on the resistance of breast 
cancer cells to TraiL-induced apoptosis in vitro 
and in vivo in breast cancer cells, which frequently 
expressed high levels of anT2. it was shown that 
anT2 shrna treatment sensitized mCF7, T47 d, 
and BT474 cells to TraiL-induced apoptosis by up-
regulating the expression of TraiL death receptors 
4 and 5 (dr4/TnFrSF10a and dr5/TnFrSF10B) 
and down-regulating the TraiL decoy receptor 2 
(dcr2/TnFrSF10d). in mCF7 cells, anT2 knock-
down activated the stress kinase c-Jun n-terminal 
kinase (Jnk), subsequently stabilizing and increa-
sing the transcriptional activity of p53 by phospho-
rylating it [42]. Furthermore, anT2 shrna-induced 
overexpression of dr4, dr5 and TraiL sensitiza-
tion were blocked by a p53 inhibitor, suggesting that 
p53 activation plays an important role in the tran-
scriptional up-regulation of these death receptors. 
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Howe ver, anT2 knockdown also up-regulated dr4 
and dr5 in the p53-mutant cell lines BT474 and T47 
d [42]. Treatment of the cells with a demethylation 
agent or Jnk inhibitor prevented the anT2 shrna-
induced down-regulation of dcr2 and activation of 
p53. in experiments in vivo using nude mice, anT2 
shrna caused TraiL-resistant mCF7 xenografts 
to undergo TraiL-induced cell death, up-regula-
ted dr4/TnFrSF10a and dr5/TnFrSF10B and 
down-regulated the TraiL decoy receptor 2 (dcr2/
TnFrSF10d). moreover, co-treatment with adenine 
nucleotide translocase-2 shRna and TRail effi-
ciently suppressed tumor growth in these mice [42].

at the same time, there is cell type specifici-
ty of signaling from membrane receptors to their 
downstream cell-type dependent transduction net-
works [43]. it was shown that similar response 
of most cells to the same stimulus presented high 
functional similarity. Likewise, in cancer cells most 
signaling networks were generally dysfunctional 
and less complete than in normal cells. However, 
glioma emerged hyper-activated the transduction 
mechanism in malignant state. receptor aTP6aP2 
and TnFrSF21 induced rennin-angiotensin and 
apoptosis signaling were found likely to explain the 
glioma-specific mechanism [43]. The ubiquitin-pro-
teasome system (UPS) has been shown to regulate 
TraiLr members suggesting that pharmacological 
inhibition of the UPS may be a novel strategy to aug-
ment TRail-based therapies and increase efficacies. 
recently, an inhibitor of proteasome deubiquitinase 
activity b-aP15 was identified, and exposure of tu-
mor cell lines to this inhibitor resulted in increased 
TraiLr2 expression and enhanced sensitivity to 
TraiL-mediated apoptosis and cell death in vitro 
and in vivo [11].

Therefore, tumor necrosis factor receptors and 
Fas-related death receptors play an important role 
in the regulation of apoptosis and cell proliferation 
through downstream cell-type dependent transduc-
tion networks and are regulated by multiple factors.

Tumor necrosis factor-related
decoy receptors

in addition to death receptors, several decoy 
receptors have also been identified and include de-
coy receptor 1 (dcr1), also known as TnFrSF10C/
TraiLr3/Trid, dcr2, also known as TnFrS-
F10C/TrUndd, dcr3, also known asTnFrSF6B, 
and dcr4, also known as TnFrSF11B or osteo-
protegerin (OPG). The decoy receptors, which lack 

the pro-apoptotic death domain, do not transduce 
apoptotic signals but rather compete with the death 
receptors for ligand binding and thereby inhibit 
ligand-induced apoptosis [10, 14]. dcr1 is not ca-
pable of inducing apoptosis, and is thought to func-
tion as an antagonistic receptor that protects cells 
from TraiL-induced apoptosis. This gene was 
found to be a p53-regulated dna damage-inducible 
gene. However, p53 also regulates the expression of 
TraiL decoy receptors dcr1 and dr2. although 
the significance of p53-dependent regulation of de-
coy receptors remains unclear, evidence suggests 
that dcr1 appears to inhibit p53-mediated apoptosis. 
it is, therefore, possible that p53 may blunt its dr5-
dependent apoptotic effects by controlling the levels  
of decoy receptors. Pro-apoptotic ligand TraiL 
engages the apoptotic machinery through two pro-
apoptotic receptors, TraiLr1/dr4/TnFrSF10a 
and TraiLr2/dr5/TnFrSF10B. This cell death 
program is tightly controlled by two antagonis-
tic receptors, TraiLr3/dcr1/TnFrSF10C and 
TraiLr4/dcr2/TnFrSF10d, both devoid of a 
functional death domain, an intracellular region of 
the receptor, required for the recruitment and the ac-
tivation of initiator caspases. Upon TraiL-binding, 
TraiLr4/dcr2 forms a heteromeric complex with 
the agonistic receptor TraiLr2/dr5 leading to re-
duced caspase-8 activation and apoptosis [44]. The 
inhibitory decoy receptors (dcr1 and dcr2) co-
expressed with death receptors (dr4 and dr5) on 
the same cell can block the transmission of the apo-
ptotic signal and also regulate TraiL sensitivity at 
a supracellular level and thus represent a mechanism 
by which the microenvironment can diminish tumor 
TraiL sensitivity [10].

The tissue restricted expression of the decoy 
receptors on normal but not cancer cells provides a 
therapeutic rational for the development of selective 
TraiL-mediated anti-tumor therapies. it was shown 
that the membrane expression of decoy receptors for 
TraiL dcr1 and dcr2 is greater in the normal 
endometrium than endometrioid endometrial can-
cer [45]. moreover, the TnFrSF10C copy number 
variation in patients with colorectal cancer is asso-
ciated with distant metastatic disease [46]. dcr2/
TraiLr4 promotes tumor growth and resistance to 
apoptosis in cervical carcinoma HeLa cells through 
akT, may contribute to cervical carcinogenesis [44]. 
Furthermore, this decoy receptor can directly inhibit 
TraiL-induced cell death at the membrane and also 
trigger the activation of signaling pathways leading 
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to cell survival and proliferation in HeLa cells. Shin 
et al. [46] demonstrate that the TnFrSF10C/dcr1 
as well as TnFrSF10a/dr4 and TnFrSF10B/
DR5 participate in apoptotic and antioxidant effects 
of vitisin a, derived from wine grapes, the under-
lying antitumor mechanism in prostate cancer cells. 
Upregulation of TnFrSF10B/dr5 and production 
of reactive oxygen species mediate sensitization of 
PC-3 prostate cancer cells to TraiL induced apop-
tosis by vitisin a [47]. Combined treatment of PC-3 
cells with vitisin a and TraiL increased the pro-
duction of reactive oxygen species, dr5 promoter 
activity, its cell surface expression, and enhanced 
cytotoxicity. Furthermore, the reactive oxygen spe-
cies inhibitor naC and silencing of dr5 by sirna 
transfection inhibited the ability of combination to 
generate rOS [47].

recently, it was shown that epigenetic inac-
tivation of TraiL decoy receptors TnFrSF10C 
and TnFRsF10D in the majority of cervical cancer 
patients downregulated expression of these decoy 
receptors and confers sensitivity to TnFrSF10C/
trail-cisplatin combination therapy in cervical cancer 
[48]. moreover, the cervical cancer cell lines harbo-
ring epigenetic inactivation of TraiL decoy recep-
tors effectively activate downstream caspases sug-
gesting a critical role of inactivation of these genes 
in efficient execution of extrinsic apoptotic pathway 
and therapy response. analysis of TnFrSF10d/
dcr2 dna-methylation status in melanoma patients 
revealed that methylated TnFrSF10d is associated 
with the survival of melanoma patients [49]. There 
is data that the increased dcr2 protein levels might 
play a role in TraiL resistance in solid tumors and 
that hypoxia, which is an important feature of solid 
tumors and renders tumor cells resistant to some 
chemotherapeutic agents, including TraiL, is re-
sponsible for this effect [50]. Thus, hypoxia upregu-
lated dcr2 protein expression on the cell surface 
membrane in five different human colon cancer cell 
lines (HCT116, HT29, Sw480, Sw620, and widr). 
in contrast, hypoxia had no effect on TnFRsF10a/
dr4, TnFrSF10B/dr5, or TnFrSF10C/dcr1 
protein levels [50]. Furthermore, hypoxia-inducible 
factor 1α played a crucial role in up-regulation of 
the transcription of dcr2, but that neither p53 nor 
nF-κb contributed to this regulation. Moreover, 
TraiL-induced cell death was attenuated under hy-
poxic conditions [50]. 

mansour et al. [51] have recently shown that de-
coy receptor 1 mediates malignant glioma resistance 

to temozolomide, which is used widely to treat this 
tumor. resistance to temozolomide has been related 
to the induction of anti-apoptotic proteins including 
the transcription factor nF-κb, which has been sug-
gested to participate in promoting the survival of 
cells exposed to chemotherapy. it was shown that the 
decoy receptor dcr1 as a temozolomide response 
gene induced by a mechanism relying upon p50/nF-
κb1 through nF-κb-binding site identified in the 
promoter of TnFrSF10C/dcr1 gene [51]. moreover, 
both loss-of-function and gain-of-function studies  
reveal that the atypical iκb protein, bcl3, is also re-
quired for induction of dcr1 by temozolomide. 

dcr3/TnFrSF6B also protects against apop-
tosis because it can neutralize the cytotoxic ligands 
TnFS14/LiGHT, TnFSF15 and TnFSF6/FaSL. 
Higher dcr3 expression was related to the status of 
invasion, lymph node metastasis and recurrence in 
bladder urothelial carcinoma [52]. Overexpression 
of dcr3 was found in bladder urothelial carcinomas 
and cell lines, with significant elevation as compared 
to normal bladder tissues and negatively correlated 
with caspase-3 and positively associated with Bcl-2, 
vEGF, and p53. Thus, decoy receptor 3 may play 
an important role as an oncogene in tumorigenesis 
and progress of bladder urothelial carcinoma via 
influencing related pathways of apoptosis, prolifera-
tion and angiogenesis [52]. dcr3 is also involved in 
development and prognosis of female reproductive 
cancers, including cervical cancer, ovarian cancer, 
and breast cancer [53]. recently, it was shown that 
the alteration of decoy receptor 3 leads to resistance 
of idiopathic pulmonary fibrosis fibroblasts to Fas li-
gand-dependent apoptosis [54]. These fibroblasts in-
teract with collagen matrix, and aberrantly activated 
akt increases dcr3 expression and protects these 
cells from the FasL-dependent apoptotic pathway. 
TnFrSF6B is also induced by TnFa-induced pro-
tein 8, a recently identified protein that is considered 
to be associated with various malignancies, inclu-
ding esophageal, breast, gastric, and pancreatic can-
cer [55]. The expression of dcr3 is regulated by the 
mitogen-activated protein kinase (maPk)/maPk 
kinase/extracellular signal-regulated kinase (Erk) 
signaling pathway. The expression of TnFa-induced 
protein 8, Erk1/2 and dcr3 in the tumor tissues 
of Gc was significantly increased compared with 
paracarcinoma tissues and TnFa-induced protein 
8 expression positively correlated with dcr3 and 
Erk1/2 levels, which may be involved in the cell 
apoptosis of gastric and pancreatic cancer [55, 56]. 
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The level of dcr3 protein and Erk1/2 phosphoryla-
tion in pancreatic carcinoma cells is up-regulated 
and rnai knockdown of dcr3 expression reduced 
resistance to FasL-induced apoptosis and elevated 
expression of caspase 3, 8 and 9 as well as reduced 
Erk1/2 phosphorylation [56]. Thus, dcr3/TnFrS-
F6B enhances Erk1/2 phosphorylation and opposes 
FasL signaling in pancreatic cancer cells. 

dcr4/TnFrSF11B, also known as osteoprote-
gerin (OPG), acts as decoy receptor for TnFSF11/
rankL and thereby neutralizes its function in 
osteoclastogenesis. TnFrSF11B may also act as a 
soluble decoy receptor for TnFSF10/TraiL, plays 
an inhibitory role in TraiL-induced cell apoptosis 
and protects against TraiL-mediated apoptosis 
[57]. OPG was initially discovered to contribute to 
homeostasis of bone turnover due to its capability 
of binding to receptor activator of nuclear factor-
κb (nF-kb), but apart from bone turnover, oPG 
plays important and diverse roles in many biologi-
cal functions. Upon TraiL-binding, OPG forms 
a heteromeric complex with the agonistic receptor 
TraiLr2/dr5 leading to reduced caspase-8 acti-
vation and apoptosis. along with inhibiting TraiL 
induced apoptosis, it can induce proliferation by 
binding to various cell surface receptors and thus 
turning on the canonical cell survival and prolifera-
tive pathways as well as induces angiogenesis, one of 
the hallmarks of cancer, thus facilitating cancer pro-
gression, especially breast cancer [57]. Furthermore, 
osteoprotegerin has tumor-promoting roles in the 
pathogenesis of lymphangioleiomyomatosis, contri-
butes to the metastatic potential of cells with a dys-
functional TSC2 tumor-suppressor gene, selectively 
induced migration and stimulates proliferation of 
cells cultured from explanted lymphangioleiomyo-
matosis lungs, which is characterized by cystic lung 
destruction, lymphatic infiltration, and abdominal 
tumors [58]. The expression of OPG mrna was sig-
nificantly increased in lung nodules and serum oPG 
level was ssignificantly higher in lymphangioleio-
myomatosis patients than in normal volunteers.

Bosman et al. [59] have shown that recombi-
nant human tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand (rhTRail) D269h/e195R is specific 
for TnFRsF10b/DR5 and displays a significantly 
decreased affinity to osteoprotegerin and overcomes 
TraiL resistance mediated by the bone marrow mi-
croenvironment, which provides important signals 
for the survival and proliferation of hematopoietic 
and malignant cells. OPG also participates in osteo-
clast differentiation induced by vascular endothe-

lial growth factor, a key cytokine for angiogenesis, 
which increased the osteoblastic the receptor activa-
tor of nuclear factor kappa-B ligand (rankL)/OPG 
ratio and induces osteoblast proliferation, migration, 
and invasion potentials in vitro [60].

moreover, dcr2/TraiLr4 promotes tumor 
growth and resistance to apoptosis in cervical car-
cinoma HeLa cells and can also exhibit, in a ligand 
independent manner, signaling properties in the cer-
vical carcinoma cell line HeLa, through akt [44]. 
Ectopic expression of TnFrSF10d/TraiLr4 in 
HeLa cells induced morphological changes, with cell 
rounding, loss of adherence and markedly enhanced 
cell proliferation in vitro and tumor growth in vivo, 
but disruption of the Pi3k/akt pathway using the 
pharmacological inhibitor Ly294002, sirna targe-
ting the p85 regulatory subunit of phosphatidylino-
sitol-3 kinase, or by PTEn over-expression, partially 
restored TraiL-mediated apoptosis in these cells 
[44]. moreover, the akt inhibitor, Ly294002, resti-
tuted normal cell proliferation index in HeLa cells 
expressing TnFrSF10d. TNFRSF10D is a p53 tar-
get gene and its overexpression or CCNG2 gene, a 
negative cell cycle regulator, induces cell cycle arrest 
and may contribute to thiopurine resistance [61]. at 
the same time, cross-platform array screening identi-
fies TnFRsF10D and thrombospondin 1 as well as 
ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 as genes 
frequently silenced by methylation in melanoma, 
which was shown in a large panel of melanoma cell 
lines and resected melanomas [62].

decoy receptors also regulate TraiL sen-
sitivity at a supracellular level and thus represent 
a mecha nism by which the microenvironment can 
diminish tumor TraiL sensitivity. moreover, these 
receptors do not only act in a cell-autonomous or 
cis-regulatory manner, but also exert trans-cellular 
regulation originating from stromal cells and affect 
tumor cells, highlighting the potent inhibitory effect 
of decoy receptors in the tumor tissue and the neces-
sity of selective targeting of the two death-inducing 
TRail receptors to maximize efficacy [10, 14]. To-
dorova et al. [63, 64] have shown that TnF-related 
apoptosis-inducing ligand receptor 4 is controlled 
by poly(adP-ribose) polymerase-13 (ParP13), also 
known as Zc3haV1 and zinc-finger antiviral protein 
(zaP), which is an antiviral factor, regulates cellu-
lar mrna post-trans criptionally and functions as a 
pro-apoptotic factor by destabilizing TraiLr4 tran-
script.ParP13 binds rna via its four CCCH-type 
zinc-finger domains and targets it for degradation 
by recruiting cellular messenger rna decay factors 
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such as the exosome complex and XRn1. PaRP13 
binds to and regulates cellular mrnas in the ab-
sence of viral infection. knockdown of ParP13 re-
sults in the misregulation of hundreds of transcripts 
including TraiLr4/dcr2. ParP13 destabilizes 
TraiLr4 mrna post-transcriptionally in an exo-
some-dependent manner by binding to a region in its 
3′ untranslated region. as a consequence, PaRP13 
represses TraiLr4 expression and increases cell 
sensitivity to TraiL-mediated apoptosis, acting as 
a key regulator of the cellular response to TraiL 
[63]. Post-transcriptional regulation of rna is an 
important mechanism for activating and resolving 
cellular stress responses. moreover, these functions 
of ParP13 are important components of the cellular 
response to stress. in addition, the ability of ParP13 
to restrict oncogenic viruses and to repress the pro-
survival cytokine receptor tumor necrosis factor 
(TnF)-related apoptosis-inducing ligand receptor 4 
suggests that it can be protective against malignant 
transformation and cancer development [64]. 

recently, it was shown that the expression of 
TraiL and TraiL receptors as well as TraiL-
induced apoptosis is significantly increased in hepa-
tocellular carcinoma by interferon-α and celecoxib, 
a cyclooxygenase-2 inhibitor, respectively, because 
cyclooxygenase-2 is overexpressed in this carcinoma 
cells and is considered to play a role in hepatocar-
cinogenesis [65]. Thus, interferon-α and cyclooxy-
genase-2 inhibitor synergistically inhibit cell prolife-
ration in a dose- and time-dependent manner and 
cooperatively mediateTraiL-induced apoptosis in 
hepatocellular carcinoma [66]. moreover, the regu-
lation of interferon-α- and coX-2 inhibitor-induced 
cell death is impaired in a subset of TraiL-resistant 
cells. it was also shown that doxorubicin-induced 
recruitment of death receptor 5 to the cell surface 
impacts the enhanced apoptotic effect that can be 
longitudinally monitored by apoptosis imaging [66]. 
it is interesting to note that pancreatic tumor sam-
ples have increased levels of nuclear TraiLr2/
dr5/TnFrSF10B and that this form of TraiLr2 
inhibits  maturation of the microrna let-7 in 
pancrea tic cancer cell lines and increases their pro-
liferation [67]. moreover, knockdown of TraiLr2 
increased drosha-mediated processing of the let-7 
microrna precursor primary let-7 (resul ting in in-
creased levels of mature let-7), reduced levels  of the 
let-7 targets (Lin28B and HmGa2), and inhibited 
cell prolife ration. nuclear TraiL-r2 inhibits matu-
ration of the microrna let-7 in pancrea tic cancer 

cell lines and increases their proliferation [67]. Gup-
ta et al. [6] found that a limonoid tetranortriterpene, 
azadirone, sensitizes human cancer cells to TraiL, 
induces death receptors dr5 and dr4 signaling, 
down-regu lates of cell survival proteins, and up-
regulates of proapoptotic proteins.

Thus, targeting TraiL and TraiL recep-
tors, which control many aspects of tumor cell death 
(Fig. 1), is important in the treatment of cancer be-
cause defective apoptosis contributes to the survival 
of cancer cells [10, 13, 14, 19, 68]. TraiL-targeted 
therapy with an outlook towards the future included 
recombinant human proteins, small molecules and 
agonistic monoclonal antibodies targeting death re-
ceptors that trigger TraiL-mediated apoptosis.

Endoplasmic reticulum stress modulates 
the expression of Tnf-related genes

recently, it was demonstrated the expression 
of most TnFa-related genes responsible for endo-
plasmic reticulum stress, which had been shown to 
trigger cell proliferation through reprogramming 
genome and cell death through apoptosis [69-71]. 
apoptosis related proteins TnFrSF10d/TraiLr4, 
TnFrSF10B/TraiLr2/dr5, TnFrSF21/dr6, 
Tradd, TnFrSF11B/OPG, TnFaiP1, TnFaiP3, 
and TnFSF7/Cd70 were among them. The endo-
plasmic reticulum (Er) is the primary organelle 
able to activate a distinct cellular stress response, 
termed the unfolded protein response in which an 
aggregate of misfolded proteins triggers activation 
of a complex set of signaling pathways to execute a 
resolution to the causative stress. malignant tumors 
utilize the endoplasmic reticulum stress response to 
adapt to stressful, environmental conditions [72-74].
The rapid growth of solid tumors generates micro-
environmental changes in association to hypoxia, 
nutrient deprivation and acidosis, which induce new 
blood vessels formation and cell proliferation and 
surviving [72, 74]. Those processes rely on the ac-
tivation of endoplasmic reticulum stress signalling 
pathways. UPr is mediated by three interconnected, 
endoplasmic reticulum-resident sensors. irE1 (inosi-
tol requiring enzyme-1), also known as Ern1 (endo-
plasmic reticulum to nucleus signaling 1), is the most 
evolutionary conserved sensor that responds to pro-
tein misfolding with a highly tuned program aimed 
to either resolve the stress or direct the cell towards 
apoptosis in the case rectification is not viable; thus 
making it a key regulator of life and death processes 
[71, 73, 75, 76].
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inhibition of irE1 significantly decreases 
glioma cell proliferation and tumor growth and af-
fects the expression of numerous genes responsible 
for regulation of cell proliferation, surviving and 
apoptosis including TnFa related genes [69, 70, 75, 
77-84]. Thus, inhibition of irE1 signaling enzyme 
activity causes a strong increase (more than 8-fold) 
in the levels of TnFrSF21 mrna, which is known 
as death receptor 6, in U87 glioma cells (Fig. 2). it 
is interesting to note that the changes observed in 
the above studied gene, which has relation to TnF-
directed apoptosis, correlate well with slower cell 
proliferation in cells harboring dnirE1, attesting 
to the fact that endoplasmic reticulum stress is a 
necessary component of malignant tumor growth 
and cell survival [72, 74, 80, 83]. There is data that 
TnFrSF21/dr6 induced apoptosis through a new 
pathway that is different from the type i and type ii 
pathways through interacting with Bax protein [85]. 
moreover, B-cells lacking TnFrSF21/dr6 show 
increased proliferation rate and cell survival upon 
mitogenic stimulation [16]. However, this gene is 
highly expressed in many tumor cell lines and tu-
mor samples and the role of TnFrSF21/dr6 as an 
apoptosis-inducing receptor is less clear and perhaps 
cell type dependent.

another death receptor, dr5/TnFrSF10B, is a 
receptor for TraiLr2 and can initiate the extrinsic 
apoptotic pathway characterized by the recruitment 
of death domains, assembly of the death-inducing 
signaling complex (diSC), caspase activation and 
ultimately apoptosis. at the same time, TnFrS-
F10B/dr5 mrna expression is down-regulated 
upon inhibition of irE1 signaling enzyme (Fig. 2). 
Therefore, the changes observed in the TNFRSF10B 
gene, as initiator of apoptosis, do not correlate with 
slower cell proliferation in cells harboring dnirE1. 
it is possible that TnFrSF10B/dr5 facilitate only 
endoplasmic reticulum stress-mediated apoptosis 
and inhibition irE1-mediated endoplasmic reticu-
lum stress signa ling causes down-regulation of this 
gene expression, because recently it was shown 
that ddiT3/CHOP and kaT2a proteins regulate 
TnFrSF10B expression and endoplasmic reticulum 
stress-mediated apoptosis in human lung cancer cells 
via formation of the kaT2a·ddiT3·phospho-JUn 
complex and knockdown of kaT2a down-regulated 
TnFrSF10B [86].

at the same time, significant up-regulation of 
TraiLr4/TnFrSF10d/dcr2 and TnFrSF11B/
dcr4/OPG in glioma cells upon inhibition of irE1 
was observed (Fig. 2). These decoy receptors lack 

Fig. 2. expression of DR6/TNFRSF21, DR5/TNFRSF10B, DcR4/OPG/TNFRSF11B, TNFRSF10D/DcR2/
TRaIlR4, and TNFRSF1a/TNFR1 mRNas in glioma cell line U87 (Vector) and its sublines with a deficiency 
of both protein kinase and endoribonuclease of the signaling enzyme IRe1 (dnIRe1) measured by qPCR. The 
expression values of TNF receptor superfamily member mRNas were normalized to β-actin mRNa expression 
and represented as percent control (vector, 100%); mean ± SeM; n = 4; * P < 0.001 versus control [69]
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the pro-apoptotic death domain, could not induce 
apoptosis and have been shown to play an inhibi-
tory role in TraiL-induced cell apoptosis [11, 44, 
57]. The induction of TnFrSF10d and TnFrSF11B 
mrnas in glioma cells upon inhibition of irE1 cor-
relates with down-regulation of TnFrSF10B/dr5. 
Similar negative correlation was observed in breast 
cancer cells treated by short-hairpin rna for sup-
pression of adenine nucleotide translocase-2 (anT2) 
[42]. Suppression of anT2 restores susceptibility of 
breast cancer cells to TraiL-induced apoptosis by 
activating Jnk and modulating TraiL receptor 
expression: up-regulating the expression of TraiL 
death receptors 4 and 5 and down-regulating the 
TraiLr4/dcr2 [42]. 

interestingly, the silencing of TnFrSF10d 
is related to melanoma genesis [49]. it is possible 
that TraiLr4/TnFrSF10d as well as TraiLr2/
TnFrSF10B have relation to regulation of endoplas-
mic reticulum stress-mediated apoptosis. moreover, 
modulation of CCaaT/enhancer binding protein 
homologous protein (CHOP)-dependent TraiLr2/
TnFRsF10b/DR5 expression by nelfinavir sensi-
tizes glioblastoma multiform cells to tumor necrosis 
factor-related apoptosis-inducing ligand (TraiL) 
[70]. Therefore, a better understanding of the mecha-
nisms underlying TraiLr4/TnFrSF10d as well as 
TraiLr2/TnFrSF10B is required.

Tian et al. [70] have shown that nelfinavir treat-
ment led to endoplasmic reticulum stress-induced 
up-regu lation of the TnFrSF10B/dr5 expression. 
This transactivation was mediated by the tran-
scription factor CCaaT/enhancer binding protein 
homolo gous protein (CHOP). Furthermore, endo-
plasmic reticulum stress-induced aTF4 up-regu-
lation was responsible for modulation of CHOP. in 
contrast, dr4 receptor expression was unchanged 
by nelfinavir treatment. combining nelfinavir with 
TRail led to a significantly enhanced level of apop-
tosis that was abrogated by sirna silencing of dr5. 
Thus, nelfinavir-induced endoplasmic reticulum 
stress modulates dr5 expression in human glioblas-
toma multiforme cells and can enhance TraiL ef-
ficacy [70].

Endoplasmic reticulum stress-induced sensiti-
zation of p53-deficient human colon cancer cells to 
TraiL-mediated apoptosis through upregulation of 
dr5 was observed by Edagawa et al. [87]. They have 
shown that the stress response gene aTF3 is required 
for endoplasmic reticulum stress-mediated TnFrS-
F10B/dr5 induction upon zerumbone and celecoxib 

in these colorectal cancer cells. Both agents activa-
ted PeRk-eiF2α kinases and induced the expression 
of activating transcription factor 4 (aTF4)-CCaaT 
enhancer-binding protein (C/EBP) homologous pro-
tein, which were remarkably suppressed by reactive 
oxygen species scavengers. in the absence of aTF3, 
the induction of dr5 mrna and protein was ab-
rogated significantly, and this was associated with 
reduced cell death by cotreatment of TraiL with 
zerumbone and celecoxib [87]. By contrast, exo-
genous expression of aTF3 caused a more rapid and 
elevated expression of dr5, resulting in enhanced 
sensitivity to apoptotic cell death by TraiL/zerum-
boneor TraiL/celecoxib. a reporter assay demon-
strated that at least two aTF/camP response ele-
ment motifs as well as C/EBP homologous protein 
motif at the proximal region of the human dr5 gene 
promoter were required for zerumbone-induced dr5 
gene transcription. Thus, aTF3 is an essential trans-
cription factor for p53-independent TnFrSF10B/
dr5 induction upon both zerumbone and celecoxib 
treatment and this may be a useful biomarker for 
TraiL-based anticancer therapy [87]. Essential 
role of aTF3 transcription factor in synergistic 
cancer cell killing by a combination of histone de-
acetylase (HdaC) inhibitors and agonistic anti-dr5 
antibody through Er stress in human colon cancer 
cells was also shown by Liu et al. [88]. in this case 
they used the combination of TraiL/agonistic anti-
dr5 monoclonal antibody and agents that increase 
the expression of dr5, which is expected as a novel 
anticancer therapeutic strategy. it was shown that six 
different hDac inhibitors activated endoplasmic re-
ticulum stress sensor PeRk and eiF2б and induced 
the aTF4/aTF3/choP pathway in p53-deficient hu-
man colon cancer cells. This resulted in an increased 
expression of dr5 on the cell surface and sensitized 
cells to apoptosis by agonistic anti-dr5 monoclonal 
antibody. Stress response gene aTF3 was required 
for efficient DR5 induction by hDac inhibitors, and 
dr5 reporter assay showed that aTF3 play crucial 
role for the HdaC inhibitors-induced activation of 
death receptor 5 gene transcription [88]. 

recently, it was shown that hypoxia, which is 
a major problem that impairs the sensitivity of hu-
man cancer cells to death by apoptosis, affects the 
expression of most TnFa related genes responsi-
ble for apoptosis in gene specific manner and that 
inhibition of iRe1 significantly modulates effect of 
hypoxia on these genes expression in glioma cells 
(Fig. 3 and 4) [69].
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Hypoxia strongly suppress the expression of 
TnFrSF21/dr6 mrna (8.3-fold) in control glioma 
cells and inhibition of iRe1 significantly reduces ef-
fect of hypoxia on this mrna expression (Fig. 3). 
Thus, TnFrSF21 gene expression is responsive 
to hypoxia preferentially through irE1 signaling 
pathway of endoplasmic reticulum stress [69]. at 
the same time, hypoxia slightly down-regulates the 
expression level of TnFrSF11B/dcr4 mrna in 
control glioma cells (-19%), but inhibition of iRe1 
strongly enhances this effect of hypoxia (2.4 fold 
down-regulation) (Fig. 4). it is interesting to note that 
the expression of genes encoding for TnFrSF10B/
dr5/TraiLr2 as well as TnFrSF1a/TnFr1 
does not change significantly in control glioma cells 
treated by hypoxia; however, inhibition of iRe1 
introduces sensitivity of these gene expressions to 
hypoxia (up-regulation 39 and 47%, respectively) 
[69]. These results demonstrate that the expression 
of TNFRSF10B and TNFRSF1a genes is resistant 
to hypoxia in wild type glioma cells, but inhibition 
of the irE1 activity leads to up-regulation of these 
genes expression. at the same time, the expression 
level of TnFrSF10d/TraiLr4/dcr2 mrna is up-

regulated by hypoxia in glioma cells independent of 
irE1 signaling enzyme function [69]. There is data 
that the increased dcr2 protein levels might play a 
role in TraiL resistance in solid tumors and that 
hypoxia, as an important feature of solid tumors, and 
renders tumor cells resistant to some chemothera-
peutic agents, including TraiL, up-regulates this 
decoy receptor, but has no effect on TnFRsF10a/
dr4, TnFrSF10B/dr5, or TnFrSF10C/dcr1 pro-
tein levels [50].

Because TraiL-mediated apoptosis of cancer 
cells is responsible for endoplasmic reticulum stress 
and oxidative stress new approaches are created: an-
ticancer drugs for the modulation of these stresses 
[89, 90]. it is important that targeting of endoplas-
mic reticulum stress response induced apoptosis 
in gliomas [89]. The endoplasmic reticulum func-
tions as a multifunctional organelle and as a well-
orchestrated protein-folding unit. it consists of sen-
sors which detect stress-induced unfolded/misfolded 
proteins and it is the place where protein folding is 
catalyzed with chaperones. Protein folding and the 
generation of reac tive oxygen species as a protein 
oxidative bypro duct in endoplasmic reticulum are 

Fig. 3. effect of hypoxia (3% oxygen – 16 h) on the 
expression levels of TNFRSF21/DR6 mRNa (by 
qPCR) in control glioma cells (Vector) and cells with 
a deficiency of IRe1 (dnIRe1). TNFRSF21 mRNa ex-
pressions values were normalized to β-actin mRNa 
expression and represented as percent control (con-
trol glioma cells transfected by vector, 100%); mean 
± SeM; n = 4 [69]
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expression levels of TNFRSF11B/DcR4/OPG mRNa 
(by qPCR) in control glioma cells (Vector) and 
cells with a deficiency of IRe1 (dnIRe1). TNFRS-
F11B mRNa expressions values were normalized 
to β-actin mRNa expression and represented as 
percent control (control glioma cells transfected by 
vector, 100%); mean ± SeM; n = 4 [69]
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crosslinked. an endoplasmic reticulum stress-in-
duced response also mediates the expression of the 
apoptosis-associated gene CHOP and death receptor 
5. The endoplasmic reticulum stress induces the up-
regulation of tumor necrosis factor-related apopto-
sis inducing ligand (TraiL) receptor and opening 
new horizons for therapeutic research [90]. These 
findings can be used to maximize TRail-induced 
apoptosis in xenografted mice. This review sum-
marizes the current understanding of the interplay 
between Er stress and rOS. it is important that 
natural products and drugs have shown potential in 
regulating endoplasmic reticulum stress and reactive 
oxygen species in different cancer cell lines. Drugs 
as inducers and inhibitors of rOS modulation may 
respectively exert inducible and inhibitory effects 
on endoplasmic reticulum stress and unfolded pro-
tein response. reconceptualization of the molecular 
crosstalk among Ros modulating effectors and en-
doplasmic reticulum stress will lead to advances in 
anticancer therapy [89].

To date, the majority of studies on TRail re-
ceptors have explored the role of these receptors as 
initiators of apoptosis. However, sporadic reports 
also suggest that TraiL receptors can lead to other 
outcomes such as cytokine and chemokine produc-
tion, cell proliferation and cell migration. indeed, al-
though transformed cells frequently express TraiL, 
most do not undergo apoptosis upon engagement of 
these receptors, and a significant effort has been de-
voted toward exploring how to sensitize such cells to 
the pro-apoptotic effects of death receptor stimula-
tion [41, 85, 91-93].

рОль рЕцЕптОрів Tnf та 
Tnf-залЕжНиХ лігаНдів, 
щО іНдукують апОптОз, 
за рОсту пуХлиН
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суперродина рецепторів фактора некрозу 
пухлин (TnF) та TnF-залежних лігандів, що 
індукують апоптоз, відіграють важливу роль у 
реалізації функції TnF і контролюють ріст пух-
лин. залежні від TnF шляхи регуляції контро-

люються сигналами, опосередкованими стресом 
ендоплазматичного ретикулума, який відіграє 
ключову роль у контролі проліферації клітин 
та росту пухлин. більше того, пригнічення 
iRe1 (inositol requiring enzyme-1), який є цен-
тральним медіатором стресу ендоплазматич-
ного ретикулума і значною мірою відповідає за 
проліферацію і апоптоз клітин, опосередковує 
пригнічення росту пухлин шляхом специфічних 
змін в експресії генів. серед них важливе місце 
займають ті гени, що кодують транскрипційні 
фактори, пухлинні супресори, а також протеїни, 
відповідальні за ангіогенез і апоптоз, вклю-
чаючи суперродину рецепторів TnF та TnF-
залежних лігандів, які індукують апоптоз. та-
ким чином, зміни рівня експресії TnF-залежних 
генів, що кодують протеїни суперродини 
рецепторів TnF та TnF-залежних лігандів мож-
ливо віддзеркалюють метаболічне репрограму-
вання пухлинних клітин за умов інгібування 
iRe1-опосередкованого сигналювання стресу 
ендоплазматичного ретикулума і корелюють із 
пригніченням проліферації клітин гліоми.

к л ю ч о в і  с л о в а: суперродина 
рецепторів TnF, TRail, декой-рецептори, 
пригнічення iRe1, клітини гліоми.
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суперсемейство рецепторов фактора некро-
за опухолей (TnF) и TnF-зависимых лигандов, 
индуцирующих апоптоз, играют важную роль в 
реализации функции TnF и контролируют рост 
опухолей. зависимые от TnF пути регуляции 
контролируются сигналами, опосредованными 
стрессом эндоплазматического ретикулума, ко-
торый играет ключевую роль в контроле про-
лиферации клеток и роста опухолей. более того, 
угнетение iRe1 (inositol requiring enzyme-1), 
который является центральным медиатором 
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стресса эндоплазматического ретикулума и в 
значительной степени отвечает за пролифера-
цию и апоптоз клеток, опосредует угнетение ро-
ста опухолей путем специфических изменений 
в экспрессии генов. среди этих генов важное 
место занимают те, которые кодируют транс-
крипционные факторы, супрессоры опухолей, 
а также протеины, ответственные за ангиогенез 
и апоптоз, включая суперсемейство рецепторов 
TnF и TnF-зависимых лигандов, индуцирую-
щих апоптоз. таким образом, изменения уровня 
экспрессии TnF-зависимых генов, которые ко-
дируют протеины суперсемейства рецепторов 
TnF и TnF-зависимых лигандов возможно ото-
бражают метаболическое репрограммирование 
опухолевых клеток при ингибировании опосре-
дованного iRe1 сигналинга стресса эндоплазма-
тического ретикулума и коррелируют с угнете-
нием пролиферации клеток глиомы.

к л ю ч е в ы е  с л о в а: суперсемейство ре-
цепторов TnF, TRail, декой-рецепторы, угне-
тение iRe1, клетки глиомы.
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prednisolone and viTamin d3 modUlaTe
oxidaTive meTaBolism and cell deaTh paThways
in Blood and Bone marrow mononUclear cells

I. O. SHyMaNSkyy, O. O. lISakOVSka, a. O. MazaNOVa,
D. O. laBUDzyNSkyI, a. V. kHOMeNkO, M. M. VelIky

Palladin Institute of Biochemistry, National academy of Sciences of Ukraine, kyiv;
e-mail: ishymansk@inbox.ru

The study was designed to evaluate reactive oxygen species (ROS)/nitric oxide (NO) formation and 
apoptotic/necrotic cell death elicited by prednisolone in peripheral blood and bone marrow mononuclear 
cells and to define the efficacy of vitamin D3 to counter glucocorticoid (GC)-induced changes. It was shown 
that prednisolone (5 mg per kg of female Wistar rat’s body weight for 30 days) evoked ROS and NO overpro-
duction by blood mononuclear cells (monocytes and lymphocytes) that correlated with increased cell apo-
ptosis and necrosis. In contrast, prednisolone did not affect ROS/NO levels in bone marrow mononuclear 
cells that corresponded to lower level of cell death than in the control. alterations of prooxidant processes 
revealed in mononuclear cells and associated with GC action were accompanied by vitamin D3 deficiency in 
animals, which was assessed by the decreased level of blood serum 25-hydroxivitamin D3 (25OHD3). Vitamin 
D3 administration (100 IU per rat daily for 30 days, concurrently with prednisolone administration) com-
pletely restored 25OHD3 content to the control values and significantly reversed ROS and NO formation in 
blood mononuclear cells, thus leading to decreased apoptosis. In bone marrow, vitamin D3 activated ROS/NO 
production and protein nitration that may play a role in prevention of prednisolone-elicited increase in bone 
resorption. We conclude that vitamin D3 shows a profound protection against GC-associated cellular damage 
through regulating intracellular ROS/NO formation and cell death pathways.

k e y  w o r d s: osteoporosis, prednisolone, vitamin D3, blood/bone marrow mononuclear cells, reactive oxy-
gen/nitrogen species, nitric oxide, apoptosis, necrosis.

S everal adverse effects caused by long-term 
glucocorticoid (GC) therapy are emer ging 
health problem that limits GC use for the 

treatment of patients with various inflammatory and 
autoimmune diseases, allergies and lymphoprolife-
rative disorders. Osteoporosis is among the most 
devastating side effects of chronic Gc administra-
tion associated with significant alterations of mineral 
metabolism and bone formation [1]. Glucocorticoid-
induced osteoporosis causes an increase in bone 
fractures, delays healing of fractures, and affects the 
quality of life.

it is known that osteoblasts, together with oste-
oclasts, control the amount of bone tissue and regu-
late bone remodeling. The underlying mechanism 
of osteoporosis is associated with the prevalence of 
osteoclast-dependent bone resorption over its osteo-

blast-mediated formation and mineralization leading 
to loss of bone mass and mineral density [1]. GCs 
modify osteoblastic and osteoclastic cell differen-
tiation, number, and function either directly or via 
influencing the recruitment of their precursors from 
the bone marrow [2]. Osteoblasts were shown to be 
originated from bone marrow mesenchymal progeni-
tor cells. multinucleated osteoclasts are the principle 
bone resorbing cells that derive from hemato poietic 
precursors of the monocytic lineage common to pe-
ripheral blood monocytes, macrophages and myeloid 
dendritic cells. Pre-osteoclasts circulate in monocyte 
fraction of the peripheral blood until they reach the 
sites of bone resorption.

a common pathologic feature of GC-induced 
cell disturbances is the development of oxidative 
stress. although the effects of prednisolone on cell 

doi: https://doi.org/10.15407/ubj88.05.038
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function are largely mediated through glucocorticoid 
receptors and metabolic changes, recent studies  have 
demonstrated the involvement of reactive oxygen 
(Ros)/nitrogen species (Rns)-induced modifica-
tions of critical cellular macromolecules in modula-
tion of signal transduction cascades and cell death 
pathways [3]. we have previously described and dis-
cussed the pathological role of synthetic glucocorti-
coid prednisolone in activation of rOS/rnS-media-
ted hepatocellular death [4]. currently, insufficient 
attention was focused on the generation of active me-
tabolites of oxygen and nitrogen in progenitor cells 
as one of the major determinants contributing to cell 
dysfunction and abnormalities of bone remode ling.

alleviating excessive prooxidant reactions 
might be a promising strategy to prevent or delay 
the onset of pathological changes induced by GCs. 
The positive effects of vitamin D3 (cholecalciferol) in 
maintaining functional activity of different cells may 
be useful in correcting cellular dysfunction caused 
by glucocorticoid therapy. Being a ligand for nuclear 
receptor (vdr), the hormonally active form of vi-
tamin d3 (1,25 (OH)2d3) regulates the expression of 
a variety of nuclear genes [5]. The recent discove-
ry of VDR in different cell types has expanded the 
known function of 1,25(OH)2d3 from a role in cal-
cium homeostasis to physiological process of bone 
formation/resorption and immune cell modulation. 
vitamin d3 acting via vdr has been implicated in 
the mechanisms by which cells proliferate, differen-
tiate, become functionally active or die [6]. never-
theless, the possible pathogenetic role of impaired 
vitamin d3 metabolism in the mechanism of GC-
induced side effects on bone tissue remodeling still 
requires better understanding.

Growing evidence suggests that inadequate 
supply with vitamin d3 is a crucial factor that signifi-
cantly increases the risk of a number of common pa-
thologies, such as cancer, cardiovascular, infectious, 
autoimmune and diabetes mellitus [6]. we have re-
cently found that chronic liver injury associated with 
long-term prednisolone action can be a major cause 
of vitamin d3 deficiency because liver is known to 
play a principle role in the synthesis of the prohor-
mone – 25OHd3 [4]. available scientific data also 
show that vitamin d3 possesses direct and indirect 
antioxidant effects in normal and diseased states, 
effectively inhibiting lipid peroxidation and oxida-
tive damage to proteins in cells of different types, 
that leads at the structural level to improvement and 
better preservation of cellular integrity (cell protec-
tive effect) and restoration of functional activity of 

damaged cells [7]. vitamin d3 is thought to provide 
anti-inflammatory, immunomodulatory and cyto-
protective effects in various tissues [5, 6]. however, 
there is a lack of consistent information regarding 
the vitamin d3 abili ty to prevent rOS/rnS-mediat-
ed cell dysfunction associated with the deleterious 
effects of long-term prednisolone administration in 
bone marrow.

The present study was therefore aimed at inves-
tigating prednisolone-associated modulation of rOS/
nitric oxide (nO) formation and cell death pathways 
in mononuclear cells from peripheral blood and bone 
marrow and to evaluate how vitamin d3 adminis-
tered concurrently with prednisolone attenuates GC-
induced disturbances.

Materials and Methods

animals. Female wistar rats weighing 
100 ± 5 g had unrestricted access to food and wa-
ter and were housed in temperature and humidity 
controlled rooms. animals were randomly divided 
into 3 groups: 1 – control rats (n = 8); 2 – rats that 
orally received prednisolone at a dose 5 mg/kg of 
body weight (daily for 30 days, n = 8); 3 – rats that 
orally received prednisolone at a dose 5 mg/kg of 
body weight and 100 iU of vitamin d3 (daily for 30 
days, n = 8). all animal procedures were performed 
in accordance with international recommendations 
of the European Convention for the Protection of 
Vertebrate animals used for Research and scientific 
Purposes (Strasbourg, 1986), General Ethical Prin-
ciples of animal Experimentation, approved by the 
First national Congress on Bioethics (kyiv, 2001).

Peripheral blood and bone marrow mononu-
clear cell isolation. Peripheral blood mononuclear 
cells were isolated using Histopaque-1083 (Sigma, 
USa) in accordance with the standard manufactu-
rer’s protocol. bone marrow cells were obtained as 
briefly described below. Rat femurs were excised, 
dissected and bone marrow cells were harves ted 
by repeated flushing of the femoral cavities with 
1 ml syringe using phosphate-buffered saline (Pbs) 
10 times. Total marrow isolate was collected by 
centrifu gation at 400 g for 1 min at 4 °C and re-
suspended in PBS. The resultant cell suspension 
was filtered through successive 70 and 40 µm nylon 
cell strainers followed by washes at 400 g for 5 min 
at 4 °C. Subsequently, red blood cells (rBC) were 
lysed with Rbc lysis buffer and the bone marrow 
mononuclear cells were washed twice, centrifuged 
and final pellet was resuspended in Pbs.

I. O. Shymanskyy, O. O. lisakovska, a. O. Mazanova et al.
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Serum 25OHD3. Blood was obtained by cardiac 
puncture for mononuclear cells isolation and analysis 
of serum 25-hydroxyvitamin d3 (25OHd3). The con-
tent of 25-hydroxyvitamin d3 in serum was assayed 
using a commercial ELiSa kit (The idS 25-Hydroxy 
vitamin d Eia, USa) as described by the manufac-
turer’s protocol.

DCFH oxidation measurement. Fluorescence 
detection of intracellular reactive oxygen species 
(Ros) production was analyzed using the fluoro-
genic probe 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diace-
tate (DcFh-Da; sigma, usa). Ros generated by 
cells oxidizes DcFh-Da to produce highly fluo-
rescent green compound (2′,7′-dichlorofluorescein). 
isolated cells (approximately 0.5·106) were incuba-
ted in hank’s balanced salt solution with DcFh-
Da concentration of 10 µM for 30 min (37 °c) in 
a humidified atmosphere of 5% co2. Subsequently, 
the cells were washed, centrifuged, resuspended and 
fluorescence was measured with an ePics XlTM 
flow cytometer (beckman coulter, usa) using the 
excitation/emission wavelengths of 485/530 nm. re-
sults were expressed as a relative fluorescence of the 
samples in comparison to control. analysis of the 
results of all studies obtained by flow cytometry was 
performed using the FCS Express v3 software.

evaluation of nitric oxide synthesis. intra-
cellular nitric oxide production in isolated cells 
was estimated using the specific fluorescent probe 
4,5-diaminofluorescein diacetate (DaF-2Da; sigma, 
USa). Upon entering the cells, the diacetate bond of 
the probe is cleaved by intracellular esterases libera-
ting DaF, which specifically reacts with the nitric 
oxide (ii), producing the fluorescent 4,5-diamino-
fluorescein triazole as an indicator of no production 
in the cell. immediately after isolation, the cells (ap-
proximately 0.5·106) were incubated in hank’s balan-
ced salt solution with dye concentration of 10 µM 
for 30 min (37 °c) in a humidified atmosphere of 
5% co2. The fluorescence intensity was measured 
by ePics XlTM flow cytometer (beckman coulter, 
USa) using the excitation/emission wavelengths of 
495/515 nm. results were normalized to control cells 
and expressed as a relative fluorescence intensity.

Detection of cell death (apoptosis vs. necrosis 
assay). annexin v-EGFP/propidium iodide (Pi) dou-
ble staining was used to differentiate apoptotic vs ne-
crotic cells. in brief, 5 µl of annexin V-eGFP (ab-
cam, usa) and 5 µl of Pi (sigma, usa) (50 µg/ml) 
were diluted with 500 µl of binding  buffer and then 
the mixture was added to the samples (5·105 bone 

marrow or blood mononuclear cells). Cells were in-
cubated at room temperature, in the dark, for 15 min 
and analyzed by an ePics XlTM flow cytometer 
(Beckman Coulter, USa) using the excitation/emis-
sion wavelengths of 488/530 nm and 530/645 nm, 
respectively. a minimum of 10,000 cells in gated 
region was analyzed and results were interpreted by 
the percentage of total cells appearing in each quad-
rant.

Western blot analysis of 3-nitrotyrosine. whole 
bone marrow cell extracts were prepared as de-
scribed previously [8]. Bone marrow cells isolated 
from rats were lysed in RiPa buffer containing pro-
tease inhibitor cocktail (PiC, Sigma, USa). Samples 
of 50 µg of protein were loaded on 10% sDs poly-
acrylamide gel. after electrophoresis, the proteins 
were transferred onto nitrocellulose membranes. For 
protein signal detection, the samples were blocked 
with a phosphate-buffered saline containing 5% fat-
free milk and 0.05% Tween-20 for 1h at room tem-
perature. The membrane was than incubated with 
anti-3-nitrotyrosine antibody (1:4000; Millipore, 
USa) overnight at 4°C. after extensive washing, 
the membrane was incubated with horseradish-per-
oxidase conjugated anti-mouse secondary antibody 
at a dilution of 1:1000 for 1 h at room temperature. 
The bands were visualized by enhanced chemolumi-
nescene agents p-coumaric acid (Sigma, USa) and 
luminol (appliChem GmbH, Germany). To provide 
equal protein loading, membranes were incubated 
with anti-β-actin peroxidase conjugated antibody 
(1:50 000; sigma, usa) for 1 h. The immunoreactive 
bands were quantified with Gel-Pro analyzer 32.

Statistics. data are expressed as mean ± SEm 
for at least six rats per group. student’s t-test was 
used for all analyses and values of P < 0.05 were 
considered to indicate statistically significant dif-
ference. all calculations were performed using the 
microsoft Excel software for t-test analysis.

results and discussion

as a close relation exists between vitamin d3 
deficiency and increased risk of most deleterious side 
effects induced by glucocorticoids, we conducted an 
assessment of 25-hydroxyvitamin d3 (25OHd3) level 
in blood serum as a reliable biomarker of vitamin d3 
bioavailability. Those rats that chronically received 
prednisolone demonstrated severe vitamin d3 defi-
ciency, since more than 2.5-fold decrease in 25OHd3 
was found in blood serum compared with the control 
group (Fig. 1). 
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These results indicate the negative effect of 
prednisone on the metabolism of cholecalciferol, 
which may be linked to significant changes in pro-
tein content and activity of vitamin d3 25-hydroxy-
lase isoenzymes in liver cells that we have previ-
ously established [9]. vitamin d3 treatment led to 
complete restoration of 25OHd3 level. On the back-
ground of prednisolone-induced impairment of vi-
tamin d3 metabolism and d3-deficiency significant 
changes in oxidative metabolism were detected.

Oxidative/nitrosative stress associated with 
increased generation of reactive oxygen and nitro-
gen species as well as impaired effectiveness of an-
tioxidant defense has recently been recognized as 
one of the key mechanisms in the pathogenesis of 
various disorders associated with 25OHd3 deficiency 
[10]. To clarify whether alterations of oxidative me-
tabolism are involved in the development of cellular 

Fig. 1. effects of prednisolone and vitamin D3 ad-
ministration on 25-hydroxyvitamin D3 level in 
blood serum of three animal groups: 1 – control; 
2 – prednisolone administration; 3 – prednisolone 
and vitamin D3 administration. all data are presen-
ted as mean ± SeM (n = 8); * P < 0.05 vs. control, 
# P < 0.05 vs. prednisolone administration
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dysfunction associated with GCs, we examined the 
levels of free radicals formation in mononuclear cells 
isolated from peripheral blood and bone marrow 
using  DcFh-Da. as DcFh-Da has no specificity 
in detecting actual oxygen species [11], we use the 
term rOS as it is generally accepted to encompass 
the initial species generated by oxygen reduction, 
as well as their secondary reactive products. dCFH 
oxidation that reflects the intensity of pro-oxidant 
processes in cells, are presented in Table 1. 

it was found that chronic administration of 
prednisolone stimulated rOS production in isola-
ted blood mononuclear cells by 35% compared with 
the control animals. vitamin d3 treatment showed 
antagonistic effect on the level of Ros generation 
induced by glucocorticoid hormone. in contrast to 
mononuclear blood cells, the rate of rOS forma-
tion in bone marrow cells remained unchanged after 
prednisolone administration. despite the fact that 
prednisolone had no influence on Ros production in 
bone marrow cells, vitamin d3 treatment slightly in-
creased the level of intracellular oxidants when com-
pared with the control and GC-administered groups.

cytotoxic and mutagenic effects of Ros/Rns 
are caused by increased free radical oxidation of 
physiologically important macromolecules. moreo-
ver, redox modulation of cellular signaling by nO 
is central to regulation of cell proliferation, differen-
tiation and death pathways. To assess the potential 
involvement of nitric oxide and its metabolites in 
the mechanism of prednisolone-induced changes 
we next investigated the levels of nO production 
by isolated cells. it was found using nO-sensitive 
fluorescent probe, DaF-2Da, that administration of 
prednisolone results in a significant elevation of no 
synthesis in blood mononuclear cells (by 30%) as 
compared with controls (Fig. 2). 

vitamin d3 diminished the level of nO forma-
tion in these cells compared with the group of ani-
mals administered with the glucocorticoid. Similarly 

T a b l e  1. Intracellular ROS production in mononuclear cells isolated from rat bone marrow and peripheral 
blood after prednisolone and vitamin D3 administration, (M ± m, n = 8) 

Groups Control, a.u.
Prednisolone 

administration,
a.u.

Prednisolone 
and vitamin d3 

administration, a.u.
mononuclear cells from peripheral blood   452.3 ± 21.2    668.7 ± 46.31* 535.1 ± 23.6#

mononuclear cells from bone marrow 150.5 ± 9.9 140.9 ± 10.4 186.3 ± 13.7#

note: the Ros levels are shown as mean (fluorescence intensity, a.u. – arbitrary units) ± seM; * P < 0.05 vs. control, 
# P < 0.05 vs. prednisolone administration.
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to what we observed in the case of dCFH oxidation, 
no changes in nitric oxide formation were seen in 
bone marrow cells in the group of animals that re-
ceived prednisolone (Fig. 3). vitamin d3 treatment 
enhanced nO production to the level almost 2.5-fold 
as much as in the control group.

Fig. 2. effects of prednisolone and vitamin D3 administration on nitric oxide formation in rat peripheral 
blood mononuclear cells. Representative histograms of DaF fluorescence (count – the number of events; Fl1 
lOG – fluorescence intensity) (a); quantification of DaF oxidation documented by flow cytometry analysis: 
1 – control; 2 – prednisolone administration; 3 – prednisolone and vitamin D3 administration (B). Results are 
shown as mean ± SeM (n = 8); * P < 0.05 vs. control, # P < 0.05 vs. prednisolone administration
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Fig. 3. effects of prednisolone and vitamin D3 administration on nitric oxide formation in mononuclear cells 
isolated from rat bone marrow. Representative histograms of DaF fluorescence (count – the number of events; 
Fl1 lOG – fluorescence intensity) (a); quantification of DaF oxidation documented by flow cytometry analy-
sis: 1 – control; 2 – prednisolone administration; 3 – prednisolone and vitamin D3 administration (B). Results 
are shown as mean ± SeM (n = 8); * P < 0.05 vs. control, # P < 0.05 vs. prednisolone administration

100              101              102               103              104

C
ou

nt

75

100

50

25

FL1 LOG

autofluorescence
1
2
3

A

1                    2                     3

3.0

R
el

at
iv

e 
flu

or
es

ce
nс

e 
(fo

ld
)

0

B 

0

Given that free oxygen and nitrogen species 
under the conditions of their excess production can 
mediate either regulatory or cytotoxic effects on 
cells, it was essential to define whether dependence 
exists between the intensity of rOS/rnS forma-
tion and cell death following prednisolone and vi-
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tamin d3 administration. Quantitative evaluation 
of apoptosis and necrosis using annexin v-EGFP/
Pi double staining was analyzed by flow cytometry. 
as shown in Table 2, the rate of blood mononuclear 
cells with apoptosis and necrosis raised to 14.70 and 
10.52% of total cells after prednisolone administra-
tion compared with 11.50 and 7.91% in control rats, 
respectively. Treatment with vitamin d3 prevented 
prednisolone-induced apoptosis without affecting 
cell necrosis. Prednisolone provided opposite effect 
on cell death within the bone marrow as compared 
with peripheral blood mononuclear cells. Following 
prednisolone administration, a significant reduction 
of annexin v-EGFP+ and Pi+ cells to 6.87 and 0.95% 
from 12.85 and 2.07% in control was established. Vi-
tamin d3 caused a marked increase in apoptotic cell 
death compared with prednisolone without influenc-
ing the number of necrotic cells.

apoptosis in rat bone marrow cells after vita-
min d3 treatment can potentially be ascribed to ex-
cess Ros/Rns production. To further confirm that 
the occurring cell death correlates with oxidative-ni-
trosative damage to biomolecules, we measured the 
level of 3-nitrotyrosine by western blotting (Fig. 4). 

it is known that tyrosine residues of proteins 
are sensitive targets for the active nitrating agent 
peroxy nitrite (OnOO-), which is formed by interac-
tion of nitric oxide with superoxide anion radicals. 
Therefore, the content of 3-nitrotyrosine is regar-
ded as a specific and reliable marker of nitrosative 
stress. as Fig. 4 depicts, there was no difference in 

T a b l e  2. evaluation of apoptotic (annexin V-eGFP-positive) and necrotic (PI-positive) mononuclear 
cells isolated from rat bone marrow and peripheral blood after prednisolone and vitamin D3 administration, 
(M ± m; n = 8)

Group

Control Prednisolone administration Prednisolone and vitamin 
d3 administration

annexin 
v-EGFP+, % Pi+, % annexin 

v-EGFP+, % Pi+, % annexin 
v-EGFP+, % Pi+, %

Blood 
mononuclear 
cells 11.50 ± 1.02 7.91 ± 0.45 14.70 ± 1.31* 10.52 ± 0.84* 9.31 ± 0.61# 9.24 ± 0.55
Bone marrow 
mononuclear 
cells 12.85 ± 1.09 2.07 ± 0.13 6.87 ± 0.49* 0.95 ± 0.06* 8.12 ± 0.63# 0.78 ± 0.04

note: mononuclear cells from bone marrow and peripheral blood were stained by annexin v-EGFP and Pi and analyzed 
by flow cytometry. summarized data of all measurements are presented as mean (fluorescence intensity, a.u.) ± seM, 
* P < 0.05 vs. control, #P < 0.05 vs. prednisolone administration.

protein nitration between prednisolone-administered 
and control groups. Compared with prednisolone-
admini stered rats, bone marrow cells displayed 
a 2.3-fold induction of nitrosylated proteins after 
cholecalcife rol treatment that corresponds to the 
level of rOS and nO production by these cells.

collectively, our findings indicate the develop-
ment of essential prednisolone-induced alterations 
of oxidative metabolism and cell death pathways 
that can be discussed from two following points of 
view, namely (1) how discrepancies in the effects of 
prednisolone and cholecalciferol on rOS/rnS pro-
duction in blood cells and bone marrow cells can be 
interpreted; and (2) what the functional consequen-
ces of the described disturbances could be for bone 
formation/resorption.

revealed alterations of oxidative metabolism 
elicited by chronic prednisolone administration are 
clearly consistent with the results of cell dysfunc-
tion published previously [3, 12]. Excessive GCs-
evoked production of rOS and oxidative stress 
were observed in a variety of cell types [13, 14]. By 
contrast, recent evidence also suggests a protective 
role of hormonal therapy against oxidative damage 
to cells [15]. discrepancies in glucocorticoid ability 
to modulate pro-/antioxidant status of cells could be 
accounted for by different experimental conditions. 
They include doses and administration routes, ex-
perimental models, endogenous versus exogenous 
GC excess, underlying disease for which GCs were 
administered; and most importantly, there is increa-

I. O. Shymanskyy, O. O. lisakovska, a. O. Mazanova et al.
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Fig. 4. effects of prednisolone and vitamin D3 administration on the levels of nitrated proteins in bone mar-
row: 1 – control; 2 – prednisolone administration; 3 – prednisolone and vitamin D3 administration. Western 
blot analysis of total bone marrow lysates was performed using the antibody against 3-nitrotyrosine. Rep-
resentative immunoblot (a) and quantification of three experiments (B) are shown. The mean protein expres-
sion level was quantified as the sum of the densities of immunoreactive bands in each track corresponding to 
proteins with molecular masses from 50 to 130 kDa. Protein levels were normalized to β-actin. all data are 
shown as mean ± SeM (n = 6); * P < 0.05 vs. control, #P < 0.05 vs. prednisolone administration
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sing evidence that early effects may be opposite to 
effects of prolonged Gc action in therapeutically 
relevant doses.

we can hypothesize that negative impact of 
chronically administered prednisolone on cellular 
function may be mediated via impaired interaction 
of glucocorticoid receptors with prooxidant and/or 
inflammatory transcription factors to repress tran-
scriptional activity, i.e. transrepression. more recent-
ly it has been proposed that transrepression mediates 
most of the beneficial effects of Gcs, whereas trans-
activation promotes most of their adverse effects 
[16]. The possible reason for prednisolone-associated 
cell injury may lie in the inhibitory glucocorticoid 
action on the expression of factors that not only fa-
cilitate rOS/rnS formation but also reduce or limit 
oxidative stress.

in the present study we followed the prevention 
paradigm to diminish pathogenic changes caused 
by chronic administration of prednisolone using 
concurrent vitamin d3 treatment. Our results have 
clearly shown the antioxidant effect of vitamin D3 
in blood mononuclear cells, while prooxidant action 
of cholecalciferol on bone marrow progenitor cells 
was observed. The potent antioxidant activity of vi-
tamin d3 has been reported by others [6, 7]. at the 
same time several studies also suggest an increase 
in rOS/rnS production [17]. The dual behavior re-

vealed in different tissues shows that the outcome 
from challenge with an oxidative stress may have 
relevance to the integration of a series of intracel-
lular signaling mechanisms that depending on cell 
type involved could both protect against or promote 
oxidative-nitrosative stress. modulation of oxidative 
metabolism by vitamin d3 can largely be mediated 
by the effects of its hormonally active metabolite – 
1,25-dihydroxy vitamin d3 through vdr [5]. Over-
all, vitamin d3 may effectively regulate the rate of 
free radicals formation in liver cells and their sur-
vival via changes of pro/antioxidant and pro/anti-
apoptotic genes expression [5-7].

our data may also have significance for under-
standing a pivotal role of rOS/rnS in osteoblast and 
osteoclast formation from progenitor marrow cells 
in the regulation of bone remodeling by steroids. al-
though glucocorticoids were shown to inhibit bone 
formation through increasing the death of mature 
osteoblasts and blocking osteoblastic differentiation 
from precursor cells, the character of steroid action 
on osteoclast activity and bone resorption is still a 
controversial subject. sustained stimulation of bone 
matrix degradation by isolated osteoclasts incubated 
with Gcs as well as their cytotoxic effects on os-
teoclasts have been reported in recent studies [18]. 
The increase in osteoclast-mediated bone resorption 
is likely responsible for the initial bone destruction 
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after GC administration. in contrast, chronic expo-
sure of high Gc doses has inhibiting effects both 
on bone formation and resorption [19] that largely 
corresponds to experimental design of the present 
investigation. notably, prednisolone-induced patho-
logical changes in bone tissue were confirmed in our 
previous studies by assessment of bone formation/re-
sorption markers indicative of osteoporosis develop-
ment.

in spite of the fact that there is still no clear 
explanation for a direct effect of Gcs on osteoclas-
tic precursors, GCs could modulate recruitment 
of osteoclasts. our findings may suggest that pre-
osteoclast maturation rather than their formation is 
impaired in GC-induced osteoporosis. demonstrated 
here decreasing effect of prednisolone on apoptosis 
of bone marrow cells that occurs concomitantly with 
unchanged rate of rOS/rnS production, most likely 
reflects the enhancement of bone marrow cells pro-
liferation. as osteoclasts are formed from marrow-
derived cells that circulate in the monocyte fraction, 
we also isolated blood mononuclear cells enriched 
in monocytes to evaluate oxidative metabolism and 
apoptosis. an increase in oxidative stress and apo-
ptotic death of blood mononuclears suggests a pos-
sible prednisolone-induced inhibition of osteoclast 
differentiation from an early stage of circulating pre-
cursor cells. Together, these data are in accordance 
with a systemic suppression of osteoclast activation 
by prednisolone that can be related to glucocorticoid 
influence on early precursors of osteoclasts in the 
bone marrow and their subsequent differentiation 
rather than on mature osteoclasts of bone tissue.

it seems quite likely that vitamin d3 can abro-
gate prednisolone-induced disruptions of key steps 
in the differentiation and activation of osteoblasts 
or/and osteoclasts by modulating intracellular re-
dox state as well as survival and death pathways in 
progenitor cells. Based on the evidence that reac-
tive oxygen species act as signal mediators in cell 
differen tiation, the established ability of vitamin D3 
to induce rOS and nO production in bone marrow 
may suggest additional role for cholecalciferol, be-
yond its capacity to increase bone mineralization, 
to promote osteoblast/osteoclast differentiation from 
hematopoietic precursors. Simultaneous increase in 
osteoblast and osteoclast formation with subsequent 
activation of these cells naturally can lead to aug-
mentation of bone turnover that ameliorate predniso-
lone-evoked loss of bone mass and mineral density. 
Because of the recent observation that nitric oxide 

can counter prednisolone-induced osteoporosis [20], 
induction of nO synthesis in bone marrow cells by 
cholecalcife rol can also be referred to as an impor-
tant mechanism of osteotropic action of vitamin d3.

in summary, the present study provides support 
for rOS/rnS and mononuclear cells from blood and 
bone marrow as therapeutic targets in prednisolone-
induced osteoporosis. it was shown that rOS/nitric 
oxide production and cell death are differentially 
regulated by prednisolone depending on cell type. 
all the alterations associated with GC action were 
accompanied by vitamin d3 deficient state of animal 
organism. vitamin d3 co-administration with pred-
nisolone and restoration of 25OHd3 content may 
prevent osteoporosis by normalizing impaired oxi-
dative metabolism in mononuclear blood cells and 
stimulating nO pathway in bone marrow cells. This 
indicates that vitamin d3 has potential usefulness 
in the prevention and/or treatment of pathological 
changes associated with the chronic administration 
of glucocorticoids.

прЕдНізОлОН і вітаміН d3 
мОдулюють ОкисНий 
мЕтабОлізм і шляХи 
клітиННОї загибЕлі 
мОНОНуклЕарів крОві та 
кісткОвОгО мОзку

I. О. Шиманський, O. О. Лісаковська, 
a. О. Мазанова, Д. О. Лабудзинський, 
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інститут біохімії ім. o.в. Палладіна, 
нан україни, київ;
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Проведено оцінку інтенсивності генеруван-
ня активних форм кисню (Ros)/оксиду азоту 
(no) і шляхів апоптичної/некротичної загибелі 
мононуклеарів периферичної крові та кісткового 
мозку за дії преднізолону і встановлено 
ефективність вітаміну D3 у запобіганні розвит-
ку глюкокортикоїд (Gc)-індукованих порушень. 
Показано, що введення преднізолону (5 мг на 
1 кг маси тіла щурів-самиць лінії Wistar протя-
гом 30 днів) зумовлювало надмірне продукуван-
ня Ros та no в мононуклеарах крові (моноцити 
і лімфоцити), що корелювало з підвищеними 
рівнями апоптичної і некротичної загибелі 
клітин. на противагу цьому, преднізолон не 
впливав на генерування Ros/no в монону-
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клеарах кісткового мозку, що приводило до 
зниження рівня загибелі клітин у порівнянні 
з контролем. виявлені зміни прооксидант-
них процесів супроводжувалися розвитком 
дефіциту вітаміну D3 у тварин, який оцінювали 
за зниженням концентрації сироваткового 
25OHd3. введення щурам вітаміну D3  (100 МО 
в день протягом 30 днів одночасно із введенням 
преднізолону) повністю відновлювало вміст 
25OHd3 до рівня контрольних значень та істотно 
знижувало продукування Ros і no в клітинах 
крові, що приводило до зниження їх апоптозу. у 
клітинах кісткового мозку введення вітаміну D3 
спричинювало посилене утворення Ros/no 
та нітрування протеїнів, що може відігравати 
роль у запобіганні індукованої преднізолоном 
інтенсифікації резорбції кісткової тканини. та-
ким чином, вітамін D3 ефективно протидіє по-
шкодженню клітин, асоційованому із тривалим 
введенням преднізолону, забезпечуючи регуля-
торний вплив на формування Ros/no та шляхи 
клітинної загибелі.

к л ю ч о в і  с л о в а: остеопороз, предні-
золон, вітамін D3, мононуклеари крові/кісткового 
мозку, активні форми кисню/азоту, оксид азоту, 
апоптоз, некроз.

прЕдНизОлОН и 
витамиН d3 мОдулируют 
ОкислитЕльНый мЕтабОлизм 
и пути клЕтОчНОй гибЕли 
мОНОНуклЕарОв крОви 
и кОстНОгО мОзга
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Проведена оценка интенсивности генера-
ции активных форм кислорода (Ros)/оксида 
азота (no) и путей апоптической/некротиче-
ской гибели мононуклеарных клеток перифери-
ческой крови и костного мозга на фоне введения 
преднизолона, а также определена эффектив-
ность витамина D3 в предотвращении развития 
глюкокортикоид (Gc)-индуцированных изме-
нений. Показано, что преднизолон (5 мг на 1 кг 
массы тела самок крыс линии Wistar в течение 

30 дней) вызывал чрезмерную продукцию Ros 
и no в мононуклеарах крови (моноциты и лим-
фоциты), что коррелировало с повышенными 
уровнями апоптической и некротической гибе-
ли клеток. в противоположность этому, пред-
низолон не влиял на генерирование Ros/no в 
мононуклеарах костного мозга, что приводило к 
снижению уровня гибели клеток по сравнению 
с контролем. выявленные изменения проокси-
дантных процессов сопровождались развитием 
дефицита витамина D3 у животных, который 
оценивали по снижению концентрации сыворо-
точного 25ohD3. введение крысам витамина D3 
(100 Ме в день в течение 30 дней одновременно с 
введением преднизолона) полностью восстанав-
ливало содержание 25ohD3 до уровня контроль-
ных значений и значительно снижало выработ-
ку Ros и no в клетках крови, что приводило к 
снижению апоптоза. в клетках костного мозга 
введение витамина D3 вызывало усиленное об-
разование Ros/no и нитрование протеинов, что 
может играть роль в предотвращении индуци-
рованного преднизолоном повышения резорб-
ции костной ткани. таким образом, витамин D3 
эффективно противодействует повреждению 
клеток, ассоциированному с продолжительным 
введением преднизолона, обеспечивая регуля-
торное воздействие на формирование Ros/no и 
пути клеточной гибели.

к л ю ч е в ы е  с л о в а: остеопороз, предни-
золон, витамин D3, мононуклеарные клетки кро-
ви/костного мозга, активные формы кислорода/
азота, оксид азота, апоптоз, некроз.
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Numerous female reproductive abnormalities are consequences of disorders in uterus smooth muscle 
(myometrium) contractile function. In this work, we described activators of aTPase, which could be used for 
development of effective treatments for correcting this dysfunction. Myosin aTPase localized in the catalytic 
domain of myosin subfragment-1 transforms a chemical energy deposited in macroergic bonds of aTP into 
mechanical movement. It was shown that сalix[4]arene C-90 and its structural analogs functionalized at the 
upper rim of macrocycle with four or at least two N-phenylsulfonуltrifluoroacetamidine groups, are able to 
activate aTP hydrolysis catalyzed by myometrium myosin subfragment-1. It was shown with the method of 
computer modeling that N-phenylsulfonуltrifluoroacetamidine groups of calix[4]arene C-90 interact with re-
sponsible for binding, coordination and the hydrolysis of aTP amino acid residues of myosin subfragment-1. 
The results can be used for further research aimed at using calix[4]arene C-90 and its analogs as pharmaco-
logical compounds that can effectively normalize myometrium contractile hypofunction.

k e y  w o r d s : myosin subfragment-1, aTPase activity, calix[4]arene C-90, docking, myometrium smooth 
muscles.

m yometrium contractile function is asso-
ciated with the activity of the main struc-
tural and contractile protein of uterus 

smooth muscle – actomyosin, in which myosin ex-
hibits enzyme activity, namely the ability to hydro-
lyze aTP. myosin aTPase, localized in the catalytic 
domain of subfragment-1 (S1 or head), is called a 
biomolecular motor. it uses the free energy of aTP 
hydrolysis deposited in aTP macroergic bonds for 
cyclic changes in the structure of the myosin head. 
The conformational changes in myosin active site 
due to aTP hydrolysis are enhanced with the assis-
tance of switch 1, switch 2, relay and converter and 
transferred to the regulatory domain – lever arm, 
which plays an essential role in the generation of 
force and movement [1-3]. as a result, myosin moves 
along the actin filament causing the muscle contrac-
tion. That is why myosin catalyzed aTP hydrolysis 
is considered as one of the most important processes 
in the molecular mechanism of the myometrium con-
traction.

The known pathologies of uterus contractile 
function (weak labor contraction, preterm birth, 
miscarriage, atony, hypo- and hypertonicity of the 
uterus, etc.) occur due to the uterine smooth mus-
cle contraction-relaxation dysfunction [4].Therefore, 
it is vital to develop new effective pharmacological 
substances capable of normalizing uterine func-
tion. The molecular basis for designing potentially 
bioactive compounds could be calix[4]arenes – syn-
thetic macrocyclic phenol oligomers, which have a 
cup-shaped structure with various (by their chemi-
cal nature) substituents at the upper and lower rims. 
Calix[4]arenes formed by four functionalized arene 
fragments are characterized by rather a flexible 
macrocycle conformation, low toxicity of the matrix 
and the ability to penetrate into the cell. all these 
properties make calix[4]arenes promising agents for 
develo ping new effective drugs [5, 6].

Calix[4]arenes are able to modify the functional 
activity of certain proteins, particularly the activity of 
enzymes. we have previously shown that calix[4]a -

doi: https://doi.org/10.15407/ubj88.05.048
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rene c-90 (5,11,17,23-tetra(trifluoromethyl(phenyl-
sulfonylimino))-methylamino-25,26,27,28-tetrapro-
poxy-calix[4]arene) at concentration of 100 µM 
activated aTPase of the myometrium actomyosin 
complex more than 2-fold [7]. veklich et al. [8] 
showed that 100 µM calix[4]arene c-90 effectively 
(by 75% relative to control) inhibited the activity of 
Ca2+,mg2+-aTPase in the fraction of uterus plasma 
membrane myocytes, and practically did not affect 
the activity of mg2+-independent Ca2+-dependent 
aTPase, na+,k+-aTPase and mg2+-aTPase localized 
at the same membrane structure.

The aim of this study was to investigate the ef-
fect of calix[4]arene C-90 and its structural analogs, 
such as calix[4]arenes C-956, C-957, C-960, C772, 
C-716, C-715, as well as the calix[4]arene cup itself 
without substituents (C-150), and the structural frag-
ment of the C-90 mole cule – n-(4-ethoxyphenyl)-
n′-(phenylsulfonyl)-trifluoromethylacetimidoamide 
(m-1) on the aTPase  activity of myosin S1, which is 
a myosin catalytic unit, isolated from uterine smooth 
muscle. Using computer modeling we investigated 
the mechanisms of action of calix[4]arene C-90 and 
its analogs on the hydrolytic activity of myosin S1.

Materials and Methods

Preparation of actomyosin was obtained from 
swine uterus smooth muscle by the modified barany 
method [9]. Preparation of myosin S1 was obtained 
from swine actomyosin by the modified suzuki 
method [10]. The purity of the samples was con-
trolled by PaaG-SdS electrophoresis [11].

aTPase activity of myosin S1 was determined 
in a 96-well plate at 37 °C in an incubation medium 
(total volume 0.1 ml) of the following composition 
(mM): tris-hcl buffer (ph 7.2) – 20, kcl – 100, 
CaCl2 – 0.01, mgCl2 – 5, aTP – 3 (standard condi-
tions). Protein (myosin s1) concentration was 20 µg/
ml. incubation time was 5 min. Samples containing 
all components of the incubation medium without 
myosin S1 were taken as control of non-enzyme 
aTP hydrolysis. The amount of inorganic phosphate 
cleaved from aTP during hydrolase reaction was de-
termined by the Chen method [12], by measurement 
of optical absorbance of the solution at 820 nm using  
a microplate reader μQuant (biotek instruments, 
inc., USa) and expressed as Pi nmol min-1·mg-1 pro-
tein.

in the experiments on the effect of ca-
lix[4]arenes on the aTPase activity of myosin S1 we 
used standard incubation medium, to which 10 µl of 

a 1 mM solution of calix[4]arenes (to a final concen-
tration of 100 µM) was added. The value of aTP-
hydrolase activity in the absence of calix[4]arenes in 
the incubation medium was taken as 100% (0 point).

Calix[4]arene C-90, its analogs, as well as ca-
lix[4]arene cup (C-150) and the model structure 
m-1 (Fig. 1) were synthesized and characterized 
using nmr techniques and ir spectroscopy in the 
Phosphoranes Chemistry department of the insti-
tute of Organic Chemistry, naS of Ukraine headed 
by Corresponding member naS of Ukraine Prof. 
v. i. kalchenko. Synthesis of calix[4]arene C-90 
has been described previously [13, 8]. Calix[4]arene 
studied in the work:
c-90 (5,11,17,23-tetra(trifluoromethyl(phenylsulfo-
nylimino))-methylamino-25,26,27,28-tetrapropoxy-
calix[4]arene);
c-772 (5,11-di(trifluoromethyl(phenylsulfonylimi-
no))-methylamino-17,23-di-tert-butyl-26,27-dipropo-
xycalix[4]arene);
c-716 (5,17-di(trifluoromethyl(phenylsulfonylimi-
no))-methylamino-11,23-di-tert-butyl-25,27-dipropo-
xycalix[4]arene); 
c-960 (5,17-di(trifluoromethyl(phenylsulfonylimi-
no))-methylamino-26,28-dihydroxy-25,27-dipropo-
xycalix[4]arene);
c-957 (5,11,7-tri(trif luoromethyl(phenylsulfonyl-
imino))-methyl-amino-23-tert-butyl-26,28-dihydro-
xy-25,27-dipropoxycalix[4]arene);
c-956 (5,11,17,23-tetra(trifluoromethyl(phenylsul-
fonylimino))-methylamino-25,27-dioctyloxy-26,28-
dipropoxycalix[4]arene);
c-150 (26,28-dihydroxy-25,27-dipropoxyca-
lix[4]arene);
m-1 (n-(4-ethoxyphenyl)-n′-(phenylsulfonyl)-
trifluoromethylacetimidoamide);
с-715 5,17-di(trifluoro)acetamido-11,23-di-tert-bu-
tyl-26,28-dihydroxy-25,27-dipropoxycalix[4]arene.

Calix[4]arenes were dissolved in dimethylsul-
foxide (dmSO) and diluted with water to the de-
sired concentration. Compound m-1 was dissolved 
in water . 

The apparent activation constants ka and Hill 
coefficients nH were calculated using the concen-
tration dependence of calix[4]arenes effect on the 
aTPase  activity of myosin S1, plotted in logarithmic 
coordinates according to the linearized Hill equa-
tion: 

log [(Vmax – V)/(V – V0)] = nH log ka – nH lga, 
where V is specific enzyme activity, V0 is specific 
enzyme activity in the absence of activator in the 

R. D. labyntseva, O. V. Bevza, k. V. lytvyn et al.
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А

С-90                                                              С-772                                                       С-716

С-960                                                 С-957                                                          С-956

М-1                                       С-150                                                   С-715

Fig. 1. The structural formulas of the studied calix[4]arene C-90 and its analogs (a)
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В С

Fig. 1. Schematic representation of calix[4]arene molecule with numbered atoms (B); and schematic repre-
sentation of calix[4]arene C-90 with numbered atoms (c)

incubation medium, Vmax is maximal enzyme activi-
ty (at the saturating concentration of activator), a is 
the activator concentration in the incubation medium 
[14]. Statistical processing of the obtained data was 
performed using standard methods of variation sta-
tistics [15]. kinetic and statistical calculations were 
performed using mS Excel software.

in the experiments the following reagents 
were used: serum albumin, EGTa, EdTa, aTP, 
ascorbic acid, tris, dithiothreitol, acrylamide, 
(sigma, usa), glycine (Merck, Germany), n,n′-
methylenebisacrylamide (acros organics, Belgium) 
n,n,n′,n′-tetramethylenediamine (Reanal, hun-
gary), and other reagents (r-grade, Ukraine). The 
solutions were prepared in water purified on crystal 
Bio System (adrona, Latvia). The water conductance 
was less than 0.9 µs. The concentration of the di-
valent metal cations in solution was determined by 
mohr method.

Computer modeling of the interaction be-
tween ligands (calix[4]arene C-90 and its analogs, 
model bindings) and receptor (myosin S1) was per-
formed using autodock software, version 4.2 [16]. 
in our research, we used the enzyme three-dimen-
sional structure with the 1b7t identifier in Rscb 
PdB [17]. Computer modeling of the calix[4]arene 
C-90 structural peculiarities was carried out using 
HyperChem  7.01. molecular dynamics calculations 
were carried out by the mm2 method with the semi-
empirical methods (CndO).

autodockTools software was used for prelimi-
nary “processing” of interacting molecules. 100 runs 
of Lamarkian genetic algorithms (population size – 
100, the maximal number of energy evaluations – 
106) were conducted. To analyze and visualize the 
docking results we used the programs Chimera [18] 
and yassara [19]. Calculation of the minimal total 
binding energy was performed considering van der 
waals forces, electrostatic and hydrophobic interac-
tions, and hydrogen bonds. The optimal ligand posi-
tions in the complex “receptor-ligand” were deter-
mined according to the energy values obtained by 
docking software calculator for binding energy in 
complex "receptor-ligand". Thus, we selected a series 
of complexes with the lowest total energy, and then 
calculated the optimal geometry of the complexes 
and determined the most energetically preferred ar-
rangement of the ligands in the space of myosin S1 
binding domain.

results and discussion

in our previous studies, it was shown that 
100 µM calix[4]arene c-90 effectively activated 
(more that 2-fold) aTP hydrolysis catalyzed by swine 
myometrium actomyosin [7]. The enzyme activity of 
actomyosin complex is associated with the operation 
of the active center of myosin aTPase localized in 
the catalytic domain of myosin S1. The myosin head 
is the main catalytic and functional unit of myosin. 
Even in the isolated state, it retains the properties of 
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native myosin, such as the aTPase activity and the 
ability to interact with actin.

The study of the effect of 100 µM calix[4]arene 
C-90 on the aTP-hydrolase activity of myometrium 
myosin S1 showed that myosin head, similar to acto-
myosin complex, activated enzyme aTP hydrolysis, 
and the activating effect was 76 ± 23% compared to 
control (without the addition of calix[4]arene) taken 
as 100%. Greater effect of calix[4]arene c-90, com-
pared to myosin S1, on the aTPase activity of myo-
metrium actomyosin complex may be account for the 
presence of actin and regulatory proteins in the com-
plex, which activate aTP hydrolysis and can probab-
ly be affected by calix[4]arene. The calix[4]arene 
c-90 influence on the actomyosin aTPase  activity 
can be also realized owing to its ability to bind to 
the myosin head. That is, it was assumed that one 
of the targets of the calix[4]arene C-90 action on the 
contractile complex is myosin S1.

To identify the substituents, which are responsi-
ble for the calix[4]arene c-90 activating effect on the 
myosin head aTPase, we investigated the influen-
ce of structurally similar to C-90 calix[4]arenes: 
C-956, C-957, C-960, C772, C-716, C-715, as well 
as the calix[4]arene cup itself without substituents 
(compound C-150) and the model compound m-1 on 
the aTP hydrolysis catalyzed by myosin S1 (Fig. 1).

The structural formulas of calix[4]arene C-90 
and its analogs are presented in Fig. 1.

The obtained results have demonstrated (Fig. 2) 
that calix[4]arene cup C-150 without substituent 

Fig. 2. effect of calix[4]arene C-90 and its analogs on the aTPase activity of myometrium myosin S1 (M ± m, 
n = 6). The aTPase activity in the absence of calix[4]arenes was taken as 100%

С-90      C-772     С-716     C-960     С-957      C-956       M1         C-150      C-715
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groups at the upper rim at a concentration of 100 µM 
practically did not affect the aTPase activity of myo-
sin S1. model non-macrocyclic compound m-1 at a 
concentration of 100 µM tended to slight activation 
of aTP hydrolysis catalyzed by myometrium  myo-
sin S1 compared to the control (without the addition 
of calix[4]arenes).

Calix[4]arene C-715 with two tert-butyl and 
two trifluoroacetamide groups at the upper rim at 
a concentration of 100 µM practically did not affect 
aTP hydrolysis catalyzed by myosin S1 compared 
to control.

Other studied calix[4]arenes C-956, C-957, 
C-960, C-772, and C-716, which have at least two 
substituent groups inherent in calix[4]arene 90 at the 
upper rim, at a concentration of 100 µM enhanced 
the aTPase activity of myosin S1.

it was also found that calix[4]arene C-772 ex-
hibited the highest (after calix[4]arene C-90) activa-
ting effect. calix[4]arene c-772 has two phenylsulfo-
nуltrifluoroacetamidine and two tert-butyl groups at 
the upper rim. Two propoxy groups at the lower rim 
were substituted for two hydroxyl groups. This ca-
lix[4]arene at a concentration of 100 µM activated 
myosin S1 catalyzed aTP hydrolysis by an average 
60% compared to control.

compound c-716 has two phenylsulfonуltri-
fluoroacetamidine groups and two tert-butyl groups 
and differ from calix[4]arene c-772 in geometric 
(proximal and distal) position of the substituents at 
the macrocyclic platform. Calix[4]arene C-716 at a 
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Fig. 3. Concentration dependence of the effect of calix[4]arenes C-90 and C-772 on the aTPase activity of 
myometrium myosin S1 (M ± m, n = 5). The aTPase activity without addition of calix[4]arenes was taken as 
100%
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concentration of 100 µM activated myosin s1 cata-
lyzed aTP hydrolysis by almost 50% compared to 
the control.

aTPase activity of myosin S1 in the presence 
of 100 µM of the compound c-960, which does not 
contain tert-butyl group at the macrocycle upper rim, 
increased by an average 43% compared to control.

The activating effect of the compound c-957, 
which has three n-phenylsulfonуltrifluoroacetami-
dine groups at the upper rim, at a concentration of 
100 µM was found to be on the average 40% relative 
to control.

The compound c-956, which differs by the 
presen ce of two lipophilic octyl groups at the lower 
rim, activated aTP hydrolysis by 32% at an average 
compared to the control.

in our further research, we focused on the 
study of the kinetic characteristics of the action of 
calix[4]arenes, which exhibited the greatest activa-
ting effect (more than 50%) on the enzyme cata-
lyzed aTP hydrolysis, namely, calix[4]arenes C-90 
and C-772. To determine characteristic constants 
of the effect of these calix[4]arenes on the myosin 
aTP-hydrolase activity, we studied the dependence 
of aTPase activi ty on the calix[4]arenes concentra-
tions (10-5-10-4 m) (Fig. 3).

The values of apparent activation constants ka 
and hill coefficients nH for calix[4]arenes C-90 and 
C-772 were almost the same (Table 1).

comparing the obtained data as to the effect of 
the calix[4]arene C-90 structural analogs on the aTP 
hydrolysis catalyzed by myosin S1, it should be noted 
that the activating effect of these calix[4]arenes is de-
fined by the structure of the macrocycle upper rim. 
Calix[4]arene C-90 analogs, which contain phenyl-
sulfonуltrifluoroacetamidine groups at the macro-
cycle upper rim, activated the myosin S1 aTPase. 
Propoxy groups at the lower rim of calix[4]arenes 
C-772, C-716, C-960 and C-957 and octyloxy groups 
at the lower rim of calix[4]arene C-956, which are 
responsible for higher hydrophobicity of these com-
pounds compared to calix[4]arene C-90, had a small 
effect on the ability of these calix[4]arenes to activate 
the myosin S1 catalyzed aTP hydrolysis. amid all 
studied calix[4]arenes (except C-150 and m-1), only 
calix[4]arene c-715, which contains trifluoroacet-
amide groups instead of phenylsulfonуltrifluoroacet-
amidine groups, did not exhibit the activating effect. 

T a b l e  1. kinetics parameters of calix[4]arenes ef-
fect on the aTP-hydrolase activity of myometrium 
myosin S1

Calix[4]arenes Constant 
ka, µM

hill coefficient, 
nH

с-90 34.5 ± 9.3 2.2 ± 0.3
с-772 34.3 ± 1.6 1.9 ± 0.7

R. D. labyntseva, O. V. Bevza, k. V. lytvyn et al.
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Thus, phenylsulfonуltrifluoroacetamidine residues at 
the upper rim of calix[4]arene C-90 and its studied 
analogs are most likely to define their activating ef-
fect on the aTPase activity of myosin S1.

interestingly, the calix[4]arene c-90 affected 
differently the activity of important enzymes in-
volved in the functioning of the uterus Sm and re-
lated to providing energy for its contraction (myosin 
aTPase), as well as the maintenance of intracellular 
ion homeostasis (plasma membrane aTPase). Thus, 
the specific enzyme activities of Mg2+-independent 
Ca2+-dependent aTPase and mg2+-dependent – 
na+,k+-aTPase and mg2+-aTPase of plasma mem-
branes are not sensitive to the action of calix[4]arene 
C-90 [8]. at the same time, this compound at a 
concentration of 100 µM inhibited effectively the 
activi ty of Ca2+,mg2+-aTPase localized at the same 
membrane structure [8]. as it was shown in our 
study the calix[4]arene c-90 effectively activates the 
aTPase  activity of myosin s1. Different susceptibili-
ty of aTPases of the contractile protein and plasma 
membrane of uterus myocytes to the calix[4]arene 
C-90 action can be attributed to their structural and 
functional peculiarities related to the role of these 
enzyme systems in myocytes. This fact should be 
borne in mind when studying the calix[4]arene C-90 
influence on the contractile and electrical activity of 
myometrium cells.

To understand the molecular mechanisms of ca-
lix[4]arene c-90 the activating effect on myometrium 
myosin S1 catalyzed aTP hydrolysis, we performed 
computer modeling of the interaction between this 
compound and the S1. First, we searched for the op-
timal conformations of the calix[4]arene C-90 mole-
cule using molecular mechanics (force field MM2). 
at that, some energy-minimized conformers were 
selected. The total energy of these structures was re-
calculated using the semi-empirical method (CndO 
field) and then one structure with the lowest total 
energy was chosen.

The total energy of cali[4]arene C-90 after the 
“minimizing” was 410.6 kcal/mol. it was a cone-
shaped conformation with small deviations in the 
positions 5 and 28 of the calix[4] arene’s “cup”. The 
distance between nearest oxygen atoms of propoxy 
residues at the lower rim was about 0.3 nm. The 
phenyl moieties of the two substituents extended 
from the c10 and c13 atoms of the calix[4]arene’s 
C-90 upper rim were arranged distally. moreover, 
these substituents are located almost orthogonal to 
the macrocycle plane and easily accessible to inter-

molecular interactions. at the same time, phenyl 
moieties of two other substituents at the upper rim 
extended from the C5 and C28 atoms are aligned in 
parallel.

we also developed three-dimensional models 
of calix[4]arene c-90 analogs and performed “mini-
mization” of their total energy. We obtained the 
following values (kcal/mol): C-715 – 272.2, C-716 – 
293.7, C-772 – 278.5, C-956 – 417.3, C 957 – 367.2, 
C-960 – 286.4, m-1 – 49.6, C-150 – 104.6. it is ob-
vious that with the increasing of the complexity of 
calix[4]arene structures their total minimal energy 
increases.

development of three-dimensional model of 
сalix[4]arene c-90 and “minimization” of its total 
energy enabled us to perform the computer mode-
ling of potential sites of interaction between ca-
lix[4]arene C-90 and myosin S1. also, we studied 
calix[4]arene C-715 with two tert-butyl and two 
trif luoroacet amide groups at the upper rim, ca-
lix[4]arene C-150, which is calix[4]arene cup itself 
without any functional groups, and non-macrocyclic 
model compound m-1. The presence of binding sites 
at the studied  ligands with s1 was confirmed by the 
values of the calix[4]arenes minimal binding energy 
and the amino acid environment. Given the size, ge-
ometric conformation and the presence or absence of 
certain substituent groups, it was expected that the 
calix[4]arenes c-90 and c-715 would have different 
affinity for the myosin s1 binding sites, and that the 
ligand-binding sites of the studied compounds would 
be formed with the involvement of different amino 
acid residues of the polypeptide chain.

it is known that myosin active center is formed 
with participation of: seven-stranded β-sheet linked 
with P-loop (Gly176-Lys187), switch 1 (amino acid 
residues Gly230-Phe243) and switch 2 (amino acid 
residues ile461-ser471), and 50 kDa “upper” subdo-
main, relay (amino acid residues Leu475-Glu506) 
and converter (amino acid residues Phe716-Glu772), 
which are shown to be important for bin ding, coor-
dination and the process of aTP hydrolysis. These 
structures are also involved in and spreading the 
conformational changes from myosin aTP-hydrolase 
center to the actin-binding site, affecting the position 
of myosin regulatory domain and its movement rela-
tive to actin filaments [2, 3].

P-loop (phosphate-binding loop) is a glycine-
rich motif with conserved Lys182 residue that trans-
fers a charge + 1 and forms hydrogen bonds with 
the oxygen of β- and γ-phosphates of aTP. ser178 
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and Thr186 contain polar side chains, which facili-
tate interaction with the substrate. Thr186 stabili-
zes γ-phosphate by a hydrogen bond and oxygen of 
Thr186 hydroxyl reacts with mg2+, essential for aTP 
binding and hydrolysis. Glu187 provides additional 
contact with mg-aTP.

P-loop does not undergo substantial conforma-
tional changes upon binding and further hydrolysis 
of aTP, whereas the conformation of the switches 1 
and 2 is dependent to a great extent on the presence 
or absence of nucleoside triphosphate γ-phosphate 
[2]. Switches 1 and 2 also contain a large number 
of reactive groups. The conserved switch 1 con-
tains three residues with side polar chains (asn237, 
Ser240, and Ser241) [20]. Switch 2 has three uni-
versal conserved residues, two of which (asp460 
and Glu465) transfer a formal charge 1 [2]. The salt 
bridge between arg219 of switch 1 and Glu465 of 
switch 2 prevents the release of the aTP hydrolysis 
products at the myosin active site up to the moment 
when myosin head binds to the actin. it is assumed 
that Glu465 of the smooth muscle myosin plays im-
portant role in the positioning of the water molecule 
in the active site of the nucleophilic attack on the 
aTP γ-phosphate [1].

Given the complex structure of calix[4]arene 
C-90, which contains both the hydrophilic amidine 
and hydrophobic phenyl groups at the upper rim, 
as well as its large size, at first, it was necessary 

to analyze myosin S1 surface for possible binding 
sites (Fig. 4, 1). in so doing we primarily considered 
“cavi ty” close to the myosin s1 active site (Fig. 4, 
2). Calix[4]arene C-715 was taken as a comparison 
pattern. 

it was found that calix[4]arene C-90 can be 
complexed with the enzyme in the area, which is 
structurally close to the high-affinity binding site 
of mg2+, which is involved in aTP binding and ca-
talysis of its hydrolysis. This myosin S1 site is close 
to the switch 2 and contacts with the switch 1 and 
P-loop, near to the relay helix. Under these condi-
tions two substi tuent groups (1 and 2) at the upper 
rim of calix[4]arene C-90 interact with the amino 
acid residues in the areas closest to the nucleoside 
binding center. The other two groups (3 and 4) and 
calix[4]arene c-90 cup are fixed in the “cavity” of 
the myosin S1motor domain farther away from the 
aTPase site by some amino acid residues. in particu-
lar, the phenyl moieties of the calix[4]arene cup and 
the side groups of calix[4]arene c-90 are fixed by 
the residues of aromatic amino acids Tyr274, Tyr282, 
Phe464, Phe467, and Phe469.

it is obvious from the obtained experimental 
data that the phenylsulfonyltrif luoroacetamidine 
clusters of calix[4]arene C-90 and its analogs are 
likely to define their activating effect on aTPase of 
myosin S1. Therefore, it was essential to identify, 
with which amino acid residues of the enzyme, the 

Fig. 4. 1 – Docking of calix[4]arene C-90 into myosin S1 molecule. Colors in the figure: P-loop – turquoise, 
switch 1 – green, switch 2 – pink. 2 – analysis of functionally active site of myosin to identify the most likely 
binding region of calix[4]arenes C-90 (purple) and C-715 (red); cavities are marked by the green net

1 2
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calix[4]arene c-90 phenylsulfonуltrifluoroacetami-
dine groups can interact. By docking of calix[4]-
arene C-90 into myosin subframent-1, it was found 
that one of the residue 1 extends from C13 of ca-
lix[4]arene cup. Under these conditions nitrogen 
(n33) of this residue reacts with Thr235, and nitro-
gen (n59) – with Thr234 and Glu279, oxygen (O62) 
interacts with arg242, and oxygen (O63) interacts 
with arg236. The phenyl ring of this cluster is in 
the steric interaction with Phe464. moreover, this 
phenylsulfonylamidine residue may directly affect 
functionally important residue Ser178, containing 
polar side chain, which facilitates interaction with 
the substrate [20]. Other functionally important 
phenyl sulfonуltrifluoroacetamidine residue 2 ex-
tends from C10 of calix[4]arene cup. nitrogen (n82) 
of this residue interacts with Glu465, oxygen (O94) 
interacts with Gln276. The phenyl ring of the residue 
is in the steric interactions with Tyr274 (here, the 
steric effect is a factor that includes the influence of 
calix[4]arene and amino acids conformation and/or 
spatial arrangement on their interaction).

Two other phenylsulfonуltrifluoroacetamidine 
residues 3 and 4, presumably, perform a secondary 
but yet important function. They help calix[4]arene 
C-90 to take the most optimal conformational posi-
tion. Under these conditions the positively and nega-
tively charged atoms of this residues interact with 
polar side chains of amino acid residues – arg271, 
arg570, asn572, Ser277, asp468 and Glu675 (Fig. 5, 
1). However, we cannot exclude that these residues 

interact with allosteric regions of myosin S1 and af-
fect the operation of the active center.

amino acid residues Ser178, arg236, Gln276, 
Glu675, Glu279, Glu465 and two water molecules 
(in Fig. 6 marked as small red spheres), involved in 
the enzyme structure stabilization, can form hydro-
gen bonds. Fragments of the calix[4]arene cup are 
arranged in the space formed by the amino acid 
residues: Phe464, Phe467, Phe469, involved in π-π-
stacking interactions; and the residues: Thr234, 
Thr235, Ser277, ile466, and ile477, involved in steric 
interactions. 

Thus, binding of calix [4] arene C-90 with 
myosin s1 occur owing to hydrogen bonds, π-π-
stacking interactions between aromatic rings of the 
calix[4]arene cup and aromatic rings of hydropho-
bic amino acids of myosin head, as well as steric 
interac tions. The presence of the hydrophobic plat-
form and the side residue phenyl groups at the up-
per rim of calix[4]arene c-90 can facilitate its fixing 
on the enzyme hydrophobic sites. Some amino acid 
resi dues, involved in the fixing of the side groups 
of the calix[4]arene C-90 upper rim, are part of the 
myosin s1 seven-strand β-sheet and bound to it poly-
peptide regions of switch 1 and switch 2.

we also performed computer modeling of 
the interaction between calix[4]arene C-715 and 
ligand-binding sites of myosin S1 (Fig. 5, 2). Hy-
drophobic cup of calix[4]arene c-715 is fixed by 
hydrophobic cluster – aromatic amino acid residues 
Phe467, Phe469, Phe472, and Tyr274. Some of these 

Fig. 5. The structure of the calix[4]arene C-90 (1) and the calix[4]arene C-715 (2) complexes with amino acid 
residues of myosin S1 (obtained by docking of the ligand into myosin S1)

1 2
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amino acid residues are involved in the fixing of 
calix[4]arene c-90 cup. however, configuration of 
сalix[4]arene c-715 in the structure of myosin s1 dif-
fers from calix[4]arene C-90 (Fig. 4, 2), which can 
be a result of the lack of the significant substituent 
groups of the calix[4]arene C-90 upper rim. Fixa-
tion of the tert-butyl and trifluoroacetamide groups 
of calix[4]arene C-715 in this region occur owing 
to such amino acid residues as Lys428, Ser270, 
Ser471, Ser590, and ile466. Positively and negatively 
charged atoms of calix[4]arene C-715 interact with 
polar side chains of amino acid residues – arg271, 
Gln276, Gln473, and Glu474.

The obtained values of the total energy (Ta-
ble 2) for each amino acid residue of myosin S1, 
which interacts with calix[4]arenes C-90 and C-715, 
indicate the ability of these residues to interact with 
the studied ligands, as well as the distance, in which 
these interactions occur, and geometric parameters 
of these interactions. Here, the geometric parameters 
of interaction mean the arrangement of calix[4]arene 
and the protein amino acid residues relative to each 
other that affects the conformation of this interac-
tion and the distance between the interacting sites 
of calix[4]arene and amino acids, that in turn affects 

the energy parameters. High energy value for a par-
ticular amino acid residue may indicate a stronger 
bond between the studied calix[4]arene and the cor-
responding residue.

as it can be seen (Table 2), the number of 
myo sin S1 amino acid residues that interact with 
the substituent groups of calix[4]arene C-90 was 
significantly greater than that of interacting with 
substi tuent groups of calix[4]arene C-715 that cor-
relates with a smaller size of the latter. moreover, 
two amino acid residues (arg271 and Gln276) were 
revealed to be common for fixation of the substi tuent 
groups of both calix[4]arenes. when comparing their 
energy characteristics, it is evident that arg271 and 
Gln276 are located at the greater distance from the 
functional groups of calix[4]arene C-715 compared 
to calix[4]arene c-90 that can cause the different 
ability of calix[4]arenes to interact with these amino 
acid residues. Obviously, the stronger binding of 
myosin subragment-1 with arg271 and Gln276 of 
calix[4]arene C-90 occurred.

To analyze the obtained results we investiga-
ted the calix[4]arenes C-90 and C-715 binding sites 
with myosin S1 as to hydrophobic and hydrophilic 
environment, as well as electrostatic interactions 

T a b l e  2. The energy characteristics of the myosin S1 amino acid residues, which interact with the substi-
tuent groups of calix[4]arenes C-90 and C-715 (results of docking of the studied ligands)

с-90 с-715

amino acid no residue Total energy, 
(relative units) amino acid no residue Total energy, 

(relative units)
arg 236 16.7887 arg 271 3.43011
arg 242 5.55218 Gln 276 7.7219
arg 271 0.307643 Gln 473 1.70776
arg 570 0.51949 Glu 474 5.6253
asn 572 5.27188 ile 466 0.783888
Gln 276 4.65522 Lys 428 0.406284
Glu 279 2.1556 Ser 270 3.07315
Glu 465 1.90631 Ser 471 6.4307
Glu 675 8.24882 Ser 590 0.800814
Phe 464 2.56445
Ser 178 1.80049
Ser 277 9.63614
Thr 234 2.35446
Thr 235 8.39194
Tyr 274 4.47047
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(Fig. 6). Presumably, the presence of four complex as 
to their composition side clusters at the upper rim of 
calix[4]arene C-90, compared to two tert-butyl and 
trifluoroacetamide groups of calix[4]arene c-715, 
enabled calix[4]arene C-90 to interact with the large 
number of functionally important amino acid resi-
dues and thereby affect aTP hydrolysis. our research 
showed that the quite large calix[4]arene platform is 
important in the direct interaction with the enzyme, 
while substitutions in the upper rim define a vector, 
in which calix[4]arene is directed. 

we also investigated the possible interaction of 
calix[4]arene cup C-150 and model non-macrocyclic 
compound m-1 with myosin S1. it was found that 
calix[4]arene C-150 is most likely to interact with 
the enzyme in the area, which is rich in hydropho-
bic amino acid residues. in this case, calix[4]arene 
C-150, in contrast to calix[4]arene C-90, is located 
farther from the enzyme active center, and its hy-
drophobic cup is fixed by the following amino acid 
residues: Phe467, Phe469, Glu473, Thr231, Ser237, 
and asp320. The absence of the side cluster limits 
the ability of calix[4]arene C-150 to interact with the 
enzyme active center and influence on its activity.

The obtained experimental data as to the model  
fragment m-1, which is ¼ part of calix[4]arene C-90 
and tends to activate aTP hydrolase of myosin S1, 

Fig. 6. analysis of the binding sites of calix[4]arenes C-90 (turquoise) and G-715 (green) with myosin S1 in 
terms of 1 – hydrophobic (red) and hydrophilic (blue) environment; 2 – electrostatic environment: red is posi-
tive, blue is negative

1 2

are consistent with the results of computer mode-
ling. it was shown that m-1 is able to interact with 
some amino acid residues, involved in fixation of 
calix[4]arene C-90 (data are not shown). The presen-
ce of phenylsulfonуltrif luoroacetamidine cluster 
and hydrophobic phenol ring in the structure of m-1 
facilitates interaction between m-1 and amino acid 
residues of S1. However, the interaction of one sub-
stituent group of calix[4]arene C-90, which is in the 
m-1 structure, with amino acid residues of myosin 
S1 probably does not refer to all sites of the enzyme 
related to the calix[4]arene c-90 activating the effect 
on aTPase.

The hydrolysis of aTP is accompanied by con-
formational changes in the myosin S1 structural ele-
ments, which form its active center [20, 21]. First of 
all, it concerns important for binding, coordination 
and realization of aTP hydrolysis P-loop, switch 1 
and switch 2. The found myosin S1 amino acid resi-
dues, which can interact with substituent groups of 
calix[4]arene C-90, belong to the mentioned above 
structures. Calix[4]arene C-90 interacting with the 
three main loops of the myosin aTP- hydrolase site 
(Fig. 4, 1) is likely to influence the conformational 
flexibility of the enzyme structure and to stabilize 
the conformation of these loops in the position most 
favorable for dissociation of Pi from mg-adP com-
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plex, and thus activate aTP hydrolysis. in our study 
using docking, we found that phenylsulfonуltrifluoro-
acetamidine residue of calix[4]arene C-90, attached 
to C10 of its cup, interacts with Ser178 of myosin 
S1 phosphate-bin ding loop. The polar side chain of 
Ser178 facilitates interaction of aTP with the myosin 
active center [1] that contributes to aTP hydrolysis. 
we have also shown that nitrogen (n82) of phenyl-
sulfonуltrifluoroacetamidine residue extended from 
C4 of calix[4]arene C-90 cup (Fig. 5, 1), takes part 
in the interaction with Glu465 of myosin S1. it is 
known that Glu465 in the structure of smooth mus-
cle myosin is essential for the water molecule assem-
bly in the enzyme active center for the nucleophilic 
attack on gamma-phosphate of aTP [1]. Probably, 
upon binding  of calix[4]arene C-90 with Glu465, 
the “active” water molecule changes its position in 
the myo sin active center, more intensively attacking  
aTP macroergic bonds and positively affecting nuc-
leosidetriphosphate hydrolysis catalyzed by myo-
sin S1.

Thus, calix[4]arene C-90 and its analogs, name-
ly calix[4]arenes: C-956, C-957, C-960, C-772, and 
C-716, which have at least two functional phenyl-
sulfonуltrifluoroacetamidine groups at the upper 
rim, at concentration of 100 µM, activated aTPase 
of the myometrium myosin s1; whereas the ca-
lix[4]arene cup without substituent groups C-150 
and the model non-macrocyclic compound m-1 did 
not exhibit an activating effect. computer modeling 
revealed that the phenylsulfonуltrifluoroacetami dine 
groups of calix[4]arene C-90, which is likely to de-
fine its activating effect on the enzyme, reacted with 
the important for binding, coordination and realiza-
tion aTP hydrolysis amino acid residues of the myo-
sin S1 polypeptide chain.
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калікс[4]арЕН с-90 та йОгО 
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гідрОлазНу активНість 
субФрагмЕНта-1 міОзиНу 
міОмЕтрія
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багато патологій репродуктивної систе-
ми в жінок є наслідком порушення скоротливої 
функції гладенького м’яза матки (міометрія). 
у зв’язку з цим виникає потреба в розробленні 
ефективних методів корекції таких порушень. 
Міозинова атраза перетворює хімічну енергію, 
депоновану в макроергічних зв’язках атр, у 
механічну зі спрямованим рухом і локалізована 
в каталітичному домені субфрагмента-1 
міозину. Показано, що калікс[4]арен с-90 та 
його структурні аналоги, які функціоналізовані 
на верхньому вінці макроциклу чотирма або 
принаймні двома n-фенілсульфонілтрифтор-
ацетамідиновими групами, активують гідроліз 
атр, каталізований субфрагментом-1 міозину 
міометрія. Методом комп’ютерного моделю-
вання встановлено, що n-фенілсульфонілтри-
фторацетамідинові  групи калікс[4]арену 
с-90 взаємодіють з амінокислотними залиш-
ками поліпептидного ланцюга субфрагмен-
та-1 міозину, важливими для зв’язування, 
координації та здійснення процесу гідролізу 
атр. Одержані результати у подальшому мо-
жуть бути використані в дослідженнях, спря-
мованих на використання калікс[4]арену с-90 
та його аналогів як сполук, здатних ефектив-
но нормалізувати скоротливу гіпофункцію 
міометрія.

к л ю ч о в і  с л о в а: субфрагмент-1 
міозину, атразна активність, калікс[4]арен с-90, 
докінг, гладенькі м’язи, матка.
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Многие патологии репродуктивной систе-
мы у женщин являются следствием нарушений 
сократительной функции гладких мышц матки 
(миометрия). в связи с этим возникает необхо-
димость разработки эффективных методов кор-
рекции таких нарушений. Миозиновая атраза 
превращает химическую энергию, депонирован-
ную в макроэргических связях атр, в механиче-
скую с направленным движением, и локализо-
вана в каталитическом домене субфрагмента-1 
миозина. Показано, что каликс[4]арен с-90 и его 
структурные аналоги, функцио нализованные 
по верхнему ободу макроцикла четырьма или 
по крайней мере двумя n-фенилсульфонилтри-
фторацетамидиновыми группами, активируют 
гидролиз атр, катализированный субфрагмен-
том-1 миозина миометрия. Методом компьютер-
ного моделирования установлено, что n-фенил-
сульфонилтрифторацетамидиновые групппы 
каликс[4]арена с-90 взаємодействуют с амино-
кислотными остатками полипептидной цепи 
субфрагмента-1 миозина, важными для свя-
зывания, координации и осуществления про-
цесса гидролиза атр. Полученные результаты 
в дальнейшем могут быть использованы в ис-
следованиях, направленных на использование 
каликс[4]арена с-90 и его аналогов в качестве  
соединений, способных эффективно нормализо-
вать сократительную гипофункцию миометрия.

к л ю ч е в ы е  с л о в а: субфрагмент-1 мио-
зина, атразная активность, каликс[4]арен с-90, 
докинг, гладкие мышцы, матка.

References

1. burghardt TP, neff kl, Wieben eD, ajtai k. 
myosin individualized: single nucleotide 
polymorphisms in energy transduction. BMC 
Genomics. 2010; 11: 172.

2. decarreau Ja, James nG, Chrin Lr, Berger CL. 
Switch i closure simultaneously promotes strong 
binding to actin and adP in smooth muscle 
myosin. J Biol Chem. 2011; 286(25): 22300-
22307.

3. Bloemink mJ, melkani GC, Bernstein Si, 
Geeves ma. The relay/Converter interface 
influences hydrolysis of aTP by skeletal Muscle 
Myosin ii. J biol chem. 2016; 291(4): 1763-1773.

4. wray S. insights from physiology into myometrial 
function and dysfunction. exp Physiol. 2015; 
100(12): 1468-1476.

5. rodik rv, Boyko vi, kalchenko vi. Calixarenes 
in bio-medical researches. Curr Med Chem. 
2009; 16(13): 1630-1655.

6. nimse SB, kim T. Biological applications of 
functionalized calixarenes. Chem Soc Rev. 2013; 
42(1): 366-386.

7. labyntseva RD, slinchenко nM, Vеklіch тО, 
Rodik RV, chеrеnоk sО, boiko Vi, 
kalchenko Vi, kоstеrіn sО. comparative 
investigation of calixarenes influence on Mg2+-
dependent aTP-hydrolase enzymatic systems 
from smooth muscle cells of the uterus. 
Ukr Biokhim zhurn. 2007; 79(3): 44-54. (in 
Ukrainian).

8. veklich TO, Shkrabak aa, mazur yuyu, 
rodik rv, kalchenko vi, kosterin SO. kinetics 
of inhibitory effect of calix[4]arene c-90 on 
activity of transporting plasma membrane cа2+, 
mg2+-aTPase of smooth muscle cells. Ukr 
Biochem J. 2014; 86(5): 37-46. (in ukrainian).

9. Labyntseva rd, Bobrovska Om, Chunikhin OJu, 
kosterin so. influence of heavy metal ions on 
the aTPase activity of actomyosin complex and 
myosin subfragment-1 from smooth muscle of 
the uterus. Ukr Biokhim zhurn. 2011; 83(4): 84-
93. (in Ukrainian).

10. Suzuki H, kondo y, Carlos ad, Seidel JC. 
effects of phosphorylation, MgaTP, and ionic 
strength on the rates of papain degradation of 
heavy and light chains of smooth muscle heavy 
meromyosin at the s1-s2 junction. J Biol Chem. 
1988; 263(22): 10974-10979.



61

11. Schägger H, von Jagow G. Tricine-sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis for 
the separation of proteins in the range from 1 to 
100 kda. anal Biochem. 1987; 166(2): 368-379.

12. Chen PS, Toribara Ty, warner H. micro-
determination of phosphorus. anal Chem. 1956; 
28(11): 1756-1758.

13. Rodik R, boiko V, Danylyuk o, suwińska k, 
Tsymbal i, Slinchenko n, Babich L, Shlykov S., 
kosterin S., Lipkowski J., kalchenko v. Calix[4]-
arenesulfonylamidines. Synthesis, structure and 
influence on Mg2+, aTP-dependent calcium 
pumps. Tetrahedron letters. 2005; 46(43): 7459-
7462.

14. Cornish-Bowden a. Fundamentals of Enzyme 
kinetics, 2004. Portland Press, London, 3rd edn. 
422 p.

15. kokunin va. Statistical processing of data from 
a small number of experiments. Ukr Biokhim 
zhurn. 1975; 47(6): 776-791. (in ukrainian).

16. Cassidy CE, Setzer wn. Cancer-relevant 
biochemical targets of cytotoxic Lonchocarpus 
flavonoids: a molecular docking analysis. J Mol 
Model. 2010; 16(2): 311-326. 

17. Houdusse a, kalabokis vn, Himmel d, Szent-
Györgyi aG, Cohen C. atomic structure of 

scallop myosin subfragment S1 complexed with 
mgadP: a novel conformation of the myosin 
head. Cell. 1999; 97(4): 459-470.

18. li l, Jose J, Xiang y, kuhn RJ, Rossmann MG. 
Structural changes of envelope proteins during 
alphavirus fusion. Nature. 2010; 468(7324): 705-
708.

19. krieger E, koraimann G, vriend G. increasing 
the precision of comparative models with 
yaSara nOva – a self-parameterizing force 
field. Proteins. 2002; 47(3): 393-402.

20. Himmel dm, Gourinath S, reshetnikova L, 
Shen y, Szent-Györgyi aG, Cohen C. 
crystallographic findings on the internally 
uncoupled and near-rigor states of myosin: 
further insights into the mechanics of the motor. 
Proc Natl acad Sci USa. 2002; 99(20): 12645-
12650. 

21. minehardt TJ, marzari n, Cooke r, Pate E, 
kollman Pa, Car r. a classical and ab 
initio study of the interaction of the myosin 
triphosphate binding domain with aTP. Biophys 
J. 2002; 82(2): 660-675.

received 22.07.2016

R. D. labyntseva, O. V. Bevza, k. V. lytvyn et al.



62

ISSN 2409-4943. Ukr. Biochem. J., 2016, Vol. 88, N 5

UdC 616-002.5+577.112+579.62

mycobacterium tuberculosis anTigens mpT63
and mpT83 increase phagocyTic acTiviTy

of mUrine periToneal macrophages

a. a. SIROMOlOT1,2, O. S. OlIINyk2, D. V. kOlIBO2,1, S. V. kOMISaReNkO2

1educational and Scientific Centre Institute of Biology,
Taras Shevchenko National University of kyiv, Ukraine;

2Palladin Institute of Biochemistry, National academy of Sciences of Ukraine, kyiv;
e-mail: saa0205@ukr.net

Macrophages (Mφ) are the most described and characterized target and host of mycobacteria. like 
other cells of innate immunity Mφ have a wide range of receptor molecules which interact with different 
pathogen associated molecular patterns (PaMPs). Immunodominant proteins MPT63 and MPT83 that are 
synthesized in abundance by Mycobacterium bovis or Mycobacterium tuberculosis strains could be involved 
in development of tuberculosis infection. The aim of this study was to search for effects of these mycobacterial 
antigens on target cells. For this aim full-sized sequences of MPT83 (rMPT83full) and MPT63 antigens were 
cloned into plasmid peT24a(+). The increase of phagocytic activity of murine peritoneal macrophages was 
demonstrated, but not of macrophage-like cells from J774 cell line, which were treated by rMPT63 and rMPT-
83full proteins for 24 h. This effect of such antigens can be considered as a way to facilitate the consumption 
of mycobacterial cells by macrophages to avoid other effector mechanisms of innate and adaptive immunity.

k e y  w o r d s: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, macrophages, phagocytosis, MPT63, 
MPT83.

k nowledge about mechanisms of pathogene-
sis and development of tuberculosis (TB) is 
rapidly growing. The arising of multidrug-

resistant strains of Mycobacterium (mdr-TB) pro-
motes finding new effective therapeutic agents. in-
teractions of bacterial pathogenic factors with target 
molecules lead to particular effects in host. Thus, the 
investigation of features and functions of a number 
of tuberculosis bacilli antigens is a prerequisite for 
prevention and treatment of TB.

The genome of Mycobacterium contains con-
sists of about 3989 genes that encode functional 
products, only 30% of them performing the known 
functions and 70% being classified as hypothetical 
[1]. identification of cellular and molecular targets 
for immunodominant proteins mPT63 and mPT83 
could fill certain gaps in understanding the mecha-
nism of tuberculosis pathogenesis. also, it remains 
unclear whether some M. tuberculosis antigens, in-
cluding mPT63 and mPT83, are involved in avoiding  
bacteria degradation in endosomes. Therefore, the 
study of the role of M. tuberculosis proteins with un-
known functions in the development of infection in 
susceptible hosts is one of the priority tasks.

The innate immune system, including mφ, is 
the main chain of all immune networks, which is re-
sponsible for elimination and deactivation of numer-
ous pathogens. However, inner environment of mφ 
is a favorable place for reproduction and survival of 
M. tuberculosis [2]. apparently, active phagocyto-
sis of different bacilli by Mφ leads to pathogen lysis 
and future patient recovery. However, pathogenic 
mycobacterial strains survive inside macrophages 
by arresting the normal maturation of their phago-
some and limiting fusion with pre-formed lysosomes 
[3]. Obviously, the components of bacteria cell wall 
and some proteins products are involved in these 
processes.

mPT63 is 16kda secreted protein that had rela-
tively high expression level in mycobacteria. First-
ly this antigen was obtained from M. tuberculosis 
culture fluid in 1991 by nagai and colleagues [4]. 
analysis of the nucleotide sequence of mpt63 identi-
fied open reading frame, and it was shown that the 
protein consists of 159 amino acids and contains 
two components: a signal peptide that has 29 amino 
acids and entire mPT63, which contains 130 amino 
acids [5]. The orthologs mPB63 from M. bovis and 

doi: https://doi.org/10.15407/ubj88.05.062
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mPT63 from M. tuberculosis have difference of one 
nucleotide in their gene sequences but are not dis-
tinguished in functional products. The recombinant 
mPT63 isolated from escherichia coli and natural 
protein of M. tuberculosis MPT63 did not differ by 
the results of serological tests [6, 7].

moreover, homologs of mPT63 have been 
found in different strains, but polyclonal antibodies 
against mPT63 from M. tuberculosis do not cross-
react with them [8, 9]. Some mycobacterial species 
have mpt63 gene which are not translated into pro-
tein product [8]. Therefore, rmPT63 is a valuable 
target for immunological studies.

Though the function of mPT63 remains un-
known, there have been few studies of MPT63 effect 
on in vitro systems. However there is little informa-
tion available about targets of mPT63 on cells and 
activation cascades associated with them. as a rule, 
bacteria proteins have effect on cytokine production, 
such as tumor necrosis factor alpha (TnF-α) and 
interleukin 6 (iL-6). degranulation and release of 
histamine and hexaminidase from mast cells caused 
by mPT63 is demonstrated [10]. Surprisingly, that 
other M. tuberculosis antigens ESaT-6 and mTSa-
10 showed a similar result.

another important immunodominant antigen 
of M. tuberculosis is a membrane binding lipopro-
tein mPT83 [11]. This molecule is one of the ligands 
for toll-like receptor 2 (TLr-2) and could bind with 
human TlR-2 with affinity about 4.42×10-8 m [12]. 
also M. tuberculosis has a number of molecules that 
bind and activate TLr-2 (lipoproteins LpqH, LprG, 
Lpra and PhoS1, lipoarabinomanan, lipomanan and 
phosphatidylinositol mannoside (Pim). Prolonged 
stimulation of macrophages with these ligands leads 
to the production of immunosuppressive cytokines 
(including il-10 and il-4) and reduction of major 
histocompatibility complex (mHC) class ii expres-
sion and inhibition of antigen processing [13]. Proba-
bly, TLr-2 is not the only possible target for mPT83. 
Thus, mPT83 stimulation of mφ from TLr-2 knock-
out mice resulted in a significant increase of TnF-α, 
iL-6 and iL-12 synthesis, although lower than for 
wild-type mice macrophages [14]. Similarly, the 
blocking of TLr-2 with antibodies reduces but not 
abolishes MPT83 effects [12].

chambers and colleagues [12] offered that gly-
cosylated and acetylated protein could take influen-
ce on matrix metalloproteinase (mmP) expression 
through interaction with TLr-2, TLr-1 or TLr-4. 
nevertheless, it was shown that recombinant protein 

(not glycosylated and not acetylated) could activate 
the production of metalloproteinases too. The above 
evidence provides the value and adequacy for using 
the recombinant proteins mPT63 and mPT83 in in-
vestigation of their functions.

according to the literature macrophages and 
macrophage-like cells are the main target of myco-
bacteria, but for many Mycobacterium antigens the 
functions have not been found yet. Our goal was to 
show some effects of M. tuberculosis/M. bovis anti-
gens mPT63 and mPT83 on selected cells models.

we have chosen two models to achieve the 
objec tive, primary culture of macrophages from 
peritoneal cavity of mice and macrophage-like cells 
of J774 cell line source which is also murine. effects 
could differ after treatment of primary culture and 
malignant cells by antigens. The absence of regis-
tered changes in phagocytosis assay in J774 cell line 
has focused our investigation on peritoneal mac-
rophages only.

we previously cloned mPT63 and fragment of 
mPT83 that corresponded to sequence 115-220 aa of 
fasciclin-like domain (FLd) (94-217 aa) [6]. in the 
current study we focused on the effects of rMPT63 
and rmPT83full on macrophages phagocytosis 
activi ty. Our results have shown that both rmPT63 
and rmPT83 increase percentage of macrophages 
that actively consume EGFP expressed e. coli. 
Moreover, such influence of recombinant antigens 
did not depend on e. coli expression system, because 
control proteins, which were expressed and obtained 
from similar expression system, had no effect on 
phagocytosis.

Materials and Methods

Mice and cells. BaLB/c female white mice (30-
35 g of body mass) were used in the experiments. 
mice were kept in cages of research vivarium, fed 
a standard diet and had free access to water. The 
animals (n = 12) were used for obtaining peritoneal 
macrophages.

The experiments are consistent with the re-
quirements of the European Convention for the Pro-
tection of vertebrate animals used for Experimen-
tal and other scientific Purposes (strasbourg, 1986) 
and with ethical norms as laid down in the laws of 
Ukraine.

sterile saline was injected in the plot of peri-
toneal cavity. Belly was massaged gently for mφ 
washed per 1 min. a small patch of skin was cut by 
scissors without damage of the peritoneal cavity in-
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tegrity. using a syringe carefully selected fluid with 
cells and transferred it to clean dishes. The liquid 
was centrifuged during 5 min at 300 g, the super-
natant was collected and cells were washed twice 
in phosphate buffered saline (Pbs). cells’ precipi-
tate was resuspended in rPmi-1640 medium with 
L-glutamine, 50 mg/l cefalotin and with addition 
fetal bovine serum (Fbs) to final concentration of 
10% and transferred to a new dish. Peritoneal Mφ 
and macrophage-like cells of J774 cell line were 
cultivated in сell culture flasks and maintained at 
37 °с in a humidified incubator in 5% сО2 atmos-
phere. after mφ adhesion to the bottom of the dish 
there are twice washed by PBS from on the medium, 
serum and red blood cells. Cells were removed by 
30 mm EdTa solution in PBS for 15 min at 37 °C 
and active mixing.

Cloning of MPT83full in escherichia coli. 
Fragment  of mpt83(full) gene was amplified by 
PCr from vaccine strain M. bovis BCG-russia by 
2 oligonucleotides: MPT83 l sP 5′-TGGaTccaG-
caccaaacccGTGTcGca-3′ and MPT83 l asP 
5′-aaTcTcGaGcTGTGccGGGGGcaTcaG-
ca-3′. PcR amplification was performed under the 
following conditions: incubation at 94 °с for 3 min; 
28 cycles at 94 °с for 30 s, at 55 °с for 30 s and at 
72 °с for 1 min; and extension at 72 °с for 7 min. 
PcR products were extracted and purified using 
GeneJet Gel Extraction kit. Plasmid dna was ob-
tained by GeneJet Plasmid miniprep kit. all ma-
nipulations were performed according to the manu-
facturer's manual recommendations. The amplified 
mpt83(full) gene was ligated with the e. coli expres-
sion vector pET24a(+) (novagen, Germany) using 
BamHi and Xhoi restriction sites. The obtained con-
struct was used to transform e. coli rosetta (dE3) 
host cells (novagen, Germany) for protein expres-
sion. several clones verified with PcR were frozen.

Immobilized-metal affinity on-column chro-
matography of His-tag proteins. mPT63 and 
mPT83full  expressed e. coli cells were grown in 
lb medium with 50 μg/ml kanamycin and 1% glu-
cose at 37 °C and active mixing (250 rpm) to optical 
density a600 0.3-0.5. The expression of mycobacte-
rial proteins was induced by 1 mM isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside (iPTG). Cell precipitates of 
mPT63 expressed e. coli were resuspended in wash 
buffer (50 mM na2HPO4, (pH 8.0), 0.5 m naCl), 
which contains 6 m urea and treated on ice with ul-
trasonic disintegrator Labsonic (Sartorius, Germa-
ny) and centrifuged during 20 min at 13,000 rpm. 

The supernatant was applied to a pre-equilibrated 
ni-nTa agarose (Qiagen, Germany) column and 
washed with 6 М urea buffer. elution of purified 
proteins was conducted in buffer with 250 mM imi-
dazole and 6 M urea. after purification recombinant 
protein was dialyzed in Pbs (0.8% nacl, 0.02% 
kcl, 0.144% na2HPO4, 0.024% kh2PO4, pH 7.4).

mPT83full expressed e. coli cells were resus-
pended in PBS and were treated and centrifuged as 
described above. mPT83full protein extraction was 
carried out in non-denaturating conditions using 
wash buffer without urea reagent.

SDS-PaGe and Western blotting. Protein mole-
cules were separated by 10% sDs-PaaG electro-
phoresis under denaturating condition in Tris-tricine 
buffer system. We used a buffer sample that con-
tained β-mercaptoethanol for prevention of dimers 
formation and buffer without disulfide reduction 
components. Staining was performed using Coomas-
sie Brilliant Blue G-250. Protein concentration was 
determined by densitometry using special computer 
program TotalLab TL120. 

Protein transfer to nitrocellulose membrane 
was performed using semi-dry western blot during 
2 h and current strength 38 ma in the buffer which 
contained 25 mM Tris-hcl, ph 8.3, 20% methanol, 
192 mm glycine.

after transferring the membrane was blocked 
by 5% non-fat milk dissolved in Pbs during 1 h at 
37 °C. Then the membrane was washed three times 
by T-Pbs (0.8% nacl, 0.02% kcl, 0.144% na2HPO4 , 
0.024% kh2PO4, 0.04% Tween-20, ph 7.4) and in-
cubated with anti-his tag antibodies (1:3000) conju-
gated with horseradish peroxidase. Bands have been 
detected by 3,3′-Diaminobenzidine tetrahydrochlo-
ride (daB) chromogenic substrate.

Flow cytometry and Phagocytosis assay. Peri-
toneal mφ and macrophage-like cells from J774 cell 
line incubated in сell culture flasks (1×106 cells/dish) 
with rMPT63, rMPT83 and mcherry (0.25×10-6 mm) 
as a control for 0.5, 1, 2 and 24 h. after cultiva-
tion the macrophages were incubated with EGFP 
expressed e. coli cells during 30 min at 37 °с in 
the ratio of 100 bacterial cells per one macrophage. 
Cells were washed from not phagocytized bacteria 
and in Pbs-bsa (0.8% nacl, 0.02% kcl, 0.144% 
na2HPO4 , 0.024% kh2PO4, ph 7.4, 2% bsa). sam-
ples were analyzed by flow cytometry (beckman 
coulter epics Xl) using Fl1 channel laser and cali-
brator with 50 000 total events/sample. 
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Fig. 1. Construction of peT24a-mpt83(full) vector for protein expression. a – the mpt83(full) gene amplified by 
PCR from M. bovis-BCG Russia. B – construct of mpt83(full) gene sequence cloning into peT24a(+) vector by 
restriction sites BamHI and XhoI. C – correct gene insert from e. coli transformed cell colonies was verified 
by PCR within pair peT-oligos

The temperature, lack of sodium azide meet 
conditions for active uptake of EGFP expressed 
escherichia by macrophages. Bacteria with the ac-
cumulated protein fluoresces actively even after the 
takeover by macrophages. Green laser channel was 
identified increase in fluorescence, which means an 
increase of phagocytized bacteria by a permanent 
amount of macrophages.

results and discussion

Vector construction for rMPT83full expres-
sion. Full mpt83 gene was amplified by PcR (Fig. 1, 
a) and cloned into vector for protein expression 
pET24a(+) (novagen, Germany) by restriction sites 
BamHi and Xhoi (Fig. 1, B). The number of copies  of 
pET24a-mpt83(full) vector were amplified in e. coli 
dH10B strain. The mpt63 gene was cloned into 
pET24 vector previously [6]. 

e. coli rosetta dE3 strain cells were trans-
formed by pET24a-mpt83. Cells were grown on 
solid culture medium lb at 37 °с with addition of 
selective antibiotic kanamycin. Selected clones were 
tested for the presence of the correct inserted gene 
fragment by PCr (Fig. 1, C). The expected amplified 
fragment length was approximately 900 b.p.

expressed recombinant proteins obtaining 
and purification. Selected clones of mPT83full 
and mPT63 expressed e. coli were induced with 
1 mm iPTG and incubated for 4 h at 30 °C with 
intensive aeration. His-tag labeled proteins were 
isolated by imaC on ni-nTa agarose (Qiagen, the 
netherlands). Elution was performed by competitive 
displacement of protein molecules with 250 mm 
imidazole solution in wash buffer under denatu ring 
(mPT63) and non-denaturing (mPT83full) condi-
tions. Final fractions had been analyzed by 10% 
SdS-PaGE (Fig. 2, a). also, the electrophoretic 
mobility of the rmPT83full protein depends on the 
presen ce or absence of disulfide reduction compo-
nent in sample buffer (Fig. 2, B).

The cloning of the full length rmPT83 my-
cobacterial protein was needed to study the effect 
of all sequence of the antigen, but not only FLd 
rmPT83(115-220) [6], on mφ. despite the lower 
yield of protein from 1 liter of e. coli culture, full-
size MPT83 was identified in the soluble cytoplas-
mic fraction that gives it in correctly folded con-
formation. in contrast, FLd rmPT83 (115-220) was 
identified in insoluble inclusion bodies (Fig. 2, a). 
Furthermore, full-size mPT83 does not form dimers, 
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Fig. 2. electrophoresis assay of novel obtained protein MPT83full. a – lane 1 and 2 – insoluble and soluble 
fractions of e. coli cell lysates, which contain non-purified MPT83full. lane 3, 4 – MPT83full purified on 
Ni-NTa agarose under denaturing conditions. lane 5, 6 – FlD rMPT83 obtained and purified under denatu-
ring conditions. Samples 7, 8, 9 – BSa for protein concentration calibration. B – electrophoretic mobility of 
MPT83full  within the sample buffer without (lane 1) and with (lane 2) disulfide bonds reduction reagent DTT.  
Different mobility of MPT83full provides existence of the inner disulfide bond

unlike its short analog (Fig. 2, B; Fig. 4). This also 
proves the value feasibility of using the product of a 
full gene sequence in which the n’-terminal amino 
acids play a potentially important role in protein 
folding. Therefore, the action of FLd rmPT83 (115-
220) on phagocytosis assay was not studied.

Primary culture but not malignant mac-
rophages have higher phagocytic activity after 24 h 
rMPT63 and rMPT83full stimulation. For phagocy-
tosis test we used a transformed green fluorescent 
protein e. coli, according to the protocol described 
in Gille et al [15]. Protocol has been tested on J774 
cells. Phagocytosis level was estimated by flow cy-
tometry in order to obtain data for the large number 
of cells.

after rmPT63 and rmPT83full stimulation 
the number of phagocytic peritoneal mφ was 
increased. however, any significant differences in 
phagocytosis level for incubation period of 30 min, 
1 or 2 h was not found. However after 24 h rmPT63 
and rmPT83full stimulation of peritoneal mφ the 
number of phagocytic cells was increased twice. 
The control proteins did not lead to such effect and 
the number of phagocytic cells was at the level of 
unstimulated cells (Fig. 3, a, B).

Unlike peritoneal murine mφ the malignant 
macrophage-like cells from J774 cell line were not 

characterized by any increase in phagocytosis, even 
after 24 h of stimulation.

The goal of our study was to investigate by 
flow cytometry the quantitative parameters of 
phagocytosis of EGFP expressed e. coli cells by 
mouse mφ under application of mycobacterium 
proteins to them. Flow cytometry allows analyzing a 
larger sample of cells compared with the conventional 
microscopic analysis [16, 17]. Furthermore, the 
method allows an objective quantitation of the 
phagocytic activity to give two parameters, such 
as phagocytic rate and index. The present results 
show that the phagocytic activity of cultured mouse 
peritoneal mφ increased after the exposure to 
rmPT63 or rmPT83full. while preincubation of the 
cells with mCherry or EGFP showed a negligible 
change in the amount of actively phagocytic mφ, we 
concluded that the effect of rMPT63 and rMPT83full 
was specific. 

There are two potential ways to increase 
activity of phagocyte link of innate immunity of the 
host. First of them is the increase of the number of 
phagocytic cells which intake the same number of 
particles (e.g. EGFP expressed e. coli). another way 
implies intensification of phagocytosis activity of 
each individual cell, which is belonging by constant 
rate to cell population. however, intensification of 
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Fig. 3. Recombinant MPT63 and MPT83full induce active intake of eGFP expressed e. coli by peritoneal 
macrophages after 24 h preincubation. The level of bright luminous macrophages after eGFP expressed 
e. coli capture was observed by flow cytometry after exposure to MPT63 and MPT83 compared to control 
antigen. The percentage of actively phagocytic cells was increased 2 times for both mycobacterial antigens 
(a, B) compared with unstimulated macrophages and stimulated by mCherry
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phagocytosis also may occur by both mechanisms 
simultaneously.

using flow cytometry we have shown not only 
the increase of the intensity, but also of the number 
of phagocytic cells, which grew twofold in both 
cases under the action of studied mycobacterial 
proteins. The percentage of stained cells increased 

to 19.1% after MPT63 treatment in comparison with 
10.5% of intact (without treatment) cells and 10.9% 
which were in preincubation with mCherry and to 
19.8% after MPT83full stimulation in comparison 
with 10.5% of intact cells and 10.9% which were 
pre-incubated with mCherry (Fig. 3). Furthermore, 
this effect was caused by long-term stimulation of 
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cells. Treatment of mouse mφ for 0.5, 1 and 2 h 
had no effect on the increase of phagocytic activity 
compared with control samples. This effect was 
caused only after 24 h of incubation, which was 
probably related to changes in gene expression than 
to release from the inner cell store molecules which 
had been involved in phagocytosis.

The fact that malignant mouse macrophage-
like cells from J774 cell line did not respond to 
the effect of mycobacterium proteins observed in 
primary cultures of mφ is to be discussed. Some 
malignant cell lines have excessive activation, 
including phagocytic activity rate [18]. Therefore, 
we cannot detect changes in phagocytic activity of 
these cells under stimulation with mycobacterial 
proteins. also we suppose that molecular targets 
of the investigated proteins on the cell surface may 
be expressed on discrete population at the distinct 
stage of differentiation, which is better represented 
in primary culture.

The control antigens, like EGFP and mCherry, 
which were used in the phagocytosis assay, as well 
as rmPT63 and rmPT83full, were cloned in identi-
cal prokaryotic expression system and obtained and 
purified under the same conditions. so, we can ex-
clude the effect of contamination and hence the effect 

caused by the bacterial wall components, like other 
features of products from recombinant origin.

For many infection diseases mφ provide the 
last niches for pathogen degradation and elimina-
tion, whereas mycobacteria can evade and coexist 
with these cells of host organism. Tuberculosis ba-
cilli affect Mφ and persist in these cells avoiding 
endosome-lysosome fusion [3]. as a result, vesicles 
do not become acidic and bacteria survive.

The authors proposed that mφ were the first 
target of mPT63 and mPT83 proteins of mycobacte-
ria and theirs receptor molecules are localized at the 
surface of these cells. also, we suggest that these 
immunodominant mycobacterial proteins facilitate 
bacteria cell phagocytosis for their survival inside 
mφ. This can represent one of the ways how bacteria 
could escape from the environment outside the cell 
in the organism, which has many factors of innate 
and adaptive immunity that can eliminate pathogen.

as a consequence of phagocytosis mycobacte-
ria are able to grow and reproduce within phagocyte. 
Perhaps, one of the many actions of mPT63 and 
MPT83 could be directed precisely to such “speci-
fic” protecting of the pathogen from the host immune 
system. of course, this is only the first evidence, and 
further study of these antigens is required.

Thus, obtained previously mPT63 and for the 
first time cloned and obtained MPT83full streng-
then phagocytic function of immune system cells. 
The value of full-size antigen in comparison with 
its short fragment FLd rmPT83(115-220) obtained 
previously in our lab shows its identification in the 
soluble fraction, which indicates the correct folding 
of molecules in spite of a lower yield of new pro-
tein. The ability to induce phagocytosis by products 
of contamination of prokaryotic expression system 
(e.g. lipopolysaccharide (LPS), teichoic acids) were 
offset by no increase of phagocytosis after control 
proteins treatment despite the same plasmid dna, 
where their genes were inserted and obtained and 
purified by the same methods as for MPT63 and 
MPT83. The investigated effect caused by the chosen 
mycobacterial antigens was observed in the primary 
culture, but not in malignant cells, probably due to 
genetic determinism over activation of the latter. The 
enhancing of bacteria phagocytosis  by macrophages 
after the exposure to mycobacterial antigens can be 
explained as the deception of immune system by my-
cobacteria, seeking to be captured by phagocytes for 
future survival and reproduction within the host.

Fig. 4. Dimers of FlD rMPT83 identified by Western 
blot with anti-HisTag-HRP conjugate
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Макрофаги – найбільш описана та оха-
рактеризована мішень та клітина-хазяїн для 
мікобактерій. і, як й іншим клітинам природно-
го імунітету, макрофагам притаманний широкий 
спектр рецепторних молекул, що взаємодіють 
із різноманітними патогенасоційованими мо-
лекулярними паттернами. імунодомінантні 
антигени MPT63 та MPT83, що продукують-
ся в значній кількості в штамах Mycobacterium 
bovis та Mycobacterium tuberculosis, можуть бути 
залучені до розвитку інфекції. Метою нашо-
го дослідження був пошук деяких ефектів цих 
мікобактеріальних антигенів на клітини-мішені. 
Для цього було клоновано повнорозмірний 
антиген MPT83 та MPT63 в плазмідній Днк 
peT24a(+). Показано зростання фагоцитарної 
активності макрофагів із перитонеальної по-
рожнини миші, але не макрофагоподібних 
клітин лінії J774, які були стимульовані rMPT63 
та rMPT83full протягом 24 год. ефект цих 
антигенів можна розглядати як спосіб сприян-
ня захоплення мікобактерій макрофагами для 
уникнення інших механізмів дії природного та 
набутого імунітету.

к л ю ч о в і  с л о в а: Mycobacterium 
tuberculosis, Mycobacterium bovis, макрофаги, 
фагоцитоз, MPT63, MPT83.
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Макрофаги – наиболее описанная и охарак-
теризованная мишень и клетка-хозяин для ми-
кобактерий. и, как и другим клеткам естествен-
ного иммунитета, макрофагам присущ широкий 
спектр рецепторных молекул, взаимодействую-
щих с разнообразными патогенассоциирован-
ными молекулярными паттернами. иммунодо-
минантные антигены MPT63 и MPT83, которые 
продуцируются в значительном количестве в 
штаммах Mycobacterium bovis и Mycobacterium 
tuberculosis, могут быть задействованы в разви-
тии инфекции. Целью нашего исследования был 
поиск некоторых эффектов этих микобактери-
альных антигенов на клетки-мишени. Для этого 
были клонированы полноразмерные антигены 
MPT83 и MPT63 в плазмидной Днк peT24a (+). 
Показан рост фагоцитарной активности макро-
фагов в перитонеальной полости мыши, но не 
макрофагоподобных клеток линии J774, кото-
рые стимулировались rMPT63 и rMPT83full на 
протяжении 24 ч. Эффект этих антигенов можно 
рассматривать как способ содействия захвату 
микобактерий макрофагами во избежание дру-
гих механизмов действия естественного и при-
обретенного иммунитета.

к л ю ч е в ы е  с л о в а: Mycobacterium 
tuberculosis, Mycobacterium bovis, макрофаги, 
фагоцитоз, MPT63, MPT83.
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Mutations in katG gene are often associated with isoniazid (INH) resistance in Mycobacterium tu-
berculosis strain. This research was perfomed to identify the katG mutation in clinical isolate (l8) that is 
resistant to INH at 1 μg/ml. In addition to characterize the catalase-peroxidase of katG l8 and perform the ab 
initio structural study of the protein to get a more complete understanding in drug activation and the resistan-
ce mechanism. The katG gene was cloned and expressed in escherichia coli, then followed by characteriza-
tion of catalase-peroxidase of katG. The structure modelling was performed to know a basis of alterations 
in enzyme activity. a substitution of a713G that correspond to asn238Ser replacement was found in the l8 
katG. The asn238Ser modification leads to a decline in the activity of catalase-peroxidase and INH oxidation 
of the l8 katG protein. The catalytic efficiency (kcat/kM) of mutant katGasn238Ser respectively decreases to 41 
and 52% for catalase and peroxidase. The mutant katGasn238Ser also shows a decrease of 62% in INH oxida-
tion if compared to a wild type katG (katGwt). The mutant asn238Ser might cause instability in the substrate 
binding  site of katG, because of removal of a salt bridge connecting the amine group of asn238 to the 
carbo xyl group of Glu233, which presents in katGwt. The lost of the salt bridge in the substrate binding site in 
mutant katGasn238Ser created changes unfavorable for enzyme activities, which in turn emerge as INH resistan-
ce in the l8 isolate of M. tuberculosis.

k e y  w o r d s: Mycobacterium tuberculosis, INH resistance, katG, catalase-peroxidase.

T uberculosis (TB) is well known as an infec-
tious disease that is caused by Mycobacte-
rium tuberculosis. The disease is currently 

ranked as the seventh most common causes of death 
in the world, and still estimated to remain in the top 
10 causes of death untill 2030. recently, TB is re-
ported as the second leading cause of death in adults 
and recorded as the deadliest of all infectious disea-
ses. indonesia is classified as a country with the 
large number of Tb cases and occupies the fifth rank 
of the 22 countries with high potential of TB. in the 
country, there are about 500,000 new cases of TB 
annually and 175,000 of them are deaths [1, 2]. Two 
percent of new cases and twelve percent of the recur-
ring cases of TB found in indonesia are the multid-

rug-resistant (mdr) cases [1]. a better understan-
ding in the antituberculous drug resistance is needed 
to make easy in the TB therapy. 

isoniazid (isonicotinic acid hydrazide; inh) 
has commonly been recommended by the world 
Health Organization (wHO) to treat tuberculosis 
since 1952 because the drug has a high bactericidal 
effect and a low price [3]. The bactericidal effect of 
inH as TB drug depends on catalase-peroxidase of 
M. tuberculosis which is encoded by katG gene. The 
enzyme plays a role to convert isoniazid absorbed 
by the M. tuberculosis to be in active form, an isoni-
cotinoyl acyl radical, to trigger the death of myco-
bacteria. This might occur because an  isonicotinoyl 
acyl radical is a potential inhibitor for enoyl-acyl 

doi: https://doi.org/10.15407/ubj88.05.071
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carrier protein reductase (inha) and β-ketoacyl-acyl 
carrier protein synthase (kasa), the two key en-
zymes for the biosynthesis of mycolic acids, a cell 
wall component of mycobacteria [4, 5].

katG mediates the sensitivity of M. tuberculo-
sis to inH. The katG deficiency strain of M. tuber-
culosis, which is resistant to inH, can restore the 
sensitivity to inH when it is complemented with 
a functional katG [6]. meanwhile, total deletion of 
katG gene in M. tuberculosis raised resistance to 
inH [6-8]. nevertheless, the loss of catalase-peroxi-
dase in M. tuberculosis has not yet explained com-
pletely the mechanism of inH resistance, because 
the total deletion of katG is rarely found in clinical 
isolates [4, 9].

it has been reported that 50-70% of inh-re-
sistant M. tuberculosis strains are associated with 
the mutation in the katG gene [3, 4]. The mutation 
types are very diverse, with missense mutations 
being  the most common alteration. The mutations in 
katG also reveal unique types in inH resistant strain 
from different geographical areas. The frequency 
of mutation types in katG is often only associated 
with drug resistance and rarely linked directly to the 
change of inh sensitivity or to the effect of the en-
zymatic activity of katG. The katG mutations that 
affect cata lase-peroxidase activity have been found 
in either all part of the gene and encode the n-ter-
minal or the C-terminal part of the protein [10, 5]. 
many variants  of katG associated with inH resist-
ance exhibits a decrease in catalase-peroxidase  ac-
tivities. The decreasing scale of the activity among 
the mutants of katG does not directly correlate with 
inH resistance [11, 12]. This is the basis of the argu-
ment that the inH resistance in clinical isolates is 
not linked directly to the ability of variants of katG 
in inH activation.

The mutant katG Ser315Thr, that is commonly 
found in clinical isolates and associated with inH 
resistance, decreases the activities of catalase-per-
oxidase and inH oxidation [13, 14]. The amino acid 
Ser315 in katG is closely put in the active environ-
ment. so that, the genetic modifications in this part 
are easily understood as the producer of importantly 
affected enzymatic function and thus isoniazid re-
sistance. as many as 50% variants of katG as-
sociated with  inh resistance are not modified in 
Ser315Thr. Biochemical analysis of variants of katG 
other than Ser315Thr is necessary to examine the re-
lation between inH resistance with the changes in 
the function and structure of the mutants.  

Some clinical isolates of inH-resistant M. tu-
berculosis from indonesian TB patients are not mu-
tated at codon 315 of katG. among these isolates, an 
isolate, namely L8 isolate, shows resistance to inH 
at 1 μg/ml. This paper shows the correlation of katG 
mutation in the isolate with the biochemical proper-
ties of catalase-peroxidase, especially for isoniazid 
oxidation. This paper also examines the ab initio 
structural study of the mutant katG L8 with the aim 
of gaining a more complete understanding of drug 
activation and the resistance mechanism.

Materials and Methods

Bacterial strains and plasmids. a clinical iso-
late of M. tuberculosis was obtained from sputum of 
a TB patient in Bandung, indonesia. escherichia coli 
TOP10 (invitrogen, Carlsbad, Ca) was used as hosts 
for cloning of katG of inH resistant and sensitive 
M. tuberculosis. The e. coli BL21 (De3) (Promega, 
madison, USa) was employed as an expression host 
of katG. The plasmid pGEm®-T (invitrogen) and 
pCold ii-dna (kinki University) were used as a 
cloning and expression vector, respectively.

preparation of chromosomal dna. Chro-
mosomal dnas of M. tuberculosis of wild type and 
clinical isolates were prepared by an alkaline lysis 
method in 5 mM Tris-cl buffer (ph 8.5) contai ning 
0.5% (b/v) Tween-20 and 0.2 mg/ml proteinase k 
at 50 °C for 60 min. The mixture then was heated 
at 95 °C for 5 min. Cellular debris was collected at 
12,000 g for 10 min and the supernatant containing 
chromosomal dna of M. tuberculosis was used for 
PCr [15].

amplification of katG gene. The full length 
of the katG gene was amplified by the polymera-
se chain reaction (PCr) technique using FG and 
rG primers (Table 1). PCr was performed in a 
total reac tion volu me of 50 μl containing 50 ng 
cromosomal Dna; 1xPcR buffer (20 mM Tris–
hcl ph 8.4, 50 mM kcl); 0.1 mM of each primer, 
200 μM dnTPs ; 1.5 mM Mgcl2; and 0.25 unit of 
Taq Dna polymerase (amersham). The amplifica-
tion process was done by a Geneamp® PCr System 
2700 (PerkinElmer), and set at the following steps: 
pre-denaturation at 94 °C for 4 min, 25 cycles of de-
naturation at 94 °C for 1 min, annealing at 57 °C 
for 1 min, and an extension at 72 °C for 3 min. The 
process was terminated by post-elongation at 72 °C 
for 7 min. all PCr products were analyzed using 
agarose gel electrophoresis and purified by GFX pu-
rification kit (amersham).
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cloning of the katG gene. The PCr products  
corresponding to the katG gene was inserted into 
pGEm®-T vector, then the recombinant vector 
was used to transform e. coli TOP10 using the 
CaCl2 method. [16] Transformants were screened 
in Luria Bertani (LB) solid medium containing 
ampicillin 100 μg/ml, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
β-D-galacto-pyranoside (X-gal) and isopropyl β-D-
thiogalactoside (iPTG). The target transformants 
which carried recombinant pGEm-T-katG plasmid 
were selected by a restriction analysis.

dna sequencing. The nucleotide of the 
katG gene in the recombinant plasmid was se-
quenced by an automatic nucleotide sequencer (aBi 
PriSm, macrogen, Seoul, korea). The recombinant 
pGEm®-T, namely pGEm-T-katG was used for dna 
template. all oligonucleotides primers used for the 
sequencing were presented in Table 1.

alignment analysis. The katG genes of wild 
type and clinical isolate of M. tuberculosis were ana-
lyzed in silico by aligning the nucleotide sequenc-
es of the genes and their deduced amino acid se-
quences, using the SeqmanTmii and megalignTm 
dnaSTar program (Lasergene). The nucleotides of 
the genes were also compared with katG nucleotides 
in Genbank (accession number X68081).

subcloning of the katG gene. The katG gene 
fragment in pGEm-T-katG was taken by digestion 
of plasmid recombinant with ndeii and Xbai. The 
digestion product was purified and inserted into 
plasmid pCold ii dna, which previously had been 
digested with the same restriction enzymes. The 
ligation product was transformed to e. coli BL21 
(De3) and the transformed bacteria were then grown 
on a selective LB agar plate. 

katG gene expression. a single colony of 
e. coli BL21 (dE3) containing recombinant plasmid 
(pCold ii-katG) was cultured in LB liquid medium 

containing ampicillin 100 μg/ml, then followed by 
shaking at 37 °C to obtain an optical density (Od) 
at λ 600 nm approximately of 0.4-0.5. The culture 
was then immediately cooled at 15 °C for 30 minu-
tes without shaking. To induce the expression of re-
combinant protein, the culture was added by 0.1 mm 
iPTG, and followed by shaking at 15 °C for 24 h. 
The culture was then centrifugatedat 5,000 g for 
10 min to harvest the cells. The resulted cells were 
washed and re-suspended in 50 mm potassium phos-
phate buffer (ph 7.0), and then disrupted by sonica-
tion. The cellular debris was removed by centrifuga-
tion at 12,000 g for 15 min. The katG protein that 
remained in the supernatant was then purified.

protein purification. The recombinant protein 
of katG was purified by affinity chromatography 
using HisTrapTm-HP column (GE Healthcare, Frei-
burg, Germany) containing ni-sepharose matrix. 
The purification steps were run according to the 
manufacturer’s protocol. The recombinant protein 
was eluted gradually by 50 mM k-phosphate buffer, 
pH 7.0, containing imidazole of 50-200 mm. The 
purified protein was analyzed by a sodium dodecyl 
sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SdS-
PaGE).

catalase-peroxidase activity and inh oxida-
tion assays. The recombinant katG was assayed re-
garding its activity on catalase-peroxidase and inH 
oxidation. Catalase activity was determined by the 
Patti and Bonet-maury method, based on the formed 
color from the reaction of titanium with H2O2 [17]. 
The reaction was carried out in 10 mm k-phosphate 
buffer ph 7.0 with a total volu me of 1 ml containing  
12.5 mm H2O2 substrate and katG protein. The 
enzymatic reaction was stopped by the addition of 
2.5 ml of titanium reagent, in turn the formed yel-
low color was observed at λ 410 nm [17]. one unit 
of cata lase activity was defined as the amount of en-
zyme decomposing 1 mmol of H2O2 per min.

Peroxidase activity was determined by reacting  
of 100 μM o-dianisidine in 100 ml of 50 mM potas-
sium buffer (ph 4.5) containing 25 mM tert-butyl 
hydroperoxide (t-BHP) with 12.5 mm H2O2. The 
absorbance of the reaction product, i.e. o-diani-
sidin quinone diimine was observed at λ 460 nm 
(ε460 = 11.86 mm-1·cm-1) [13]. One unit of peroxidase 
activi ty was defined as the amount of enzyme that 
catalyzed the formation of one μmol product per min 
at 30 °C.

The activity of katG on inH oxidation was 
carried out by the Shoeb method [18]. a mixture 

T a b l e  1. The oligonucleotide primers for 
sequencing  of katG gene

name of 
Primer

nucleotide sequence 
of primers (5′→3′)

SP6 promoter catacgatttaggtgacactatag
T7 promoter taatacgactcactataggg
FG gttattgaattcgatgcccgagcaacacccac
rG ttcatagcggccgcgcgcacgtcgaacctgtc
kF gcagatggggctgatctacg
FdPrk cgacgagttcgccaaggc

Purkan, Ihsanawati, D. Natalia et al.
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of 0.65 g katG protein in 10 mM phosphate buffer  
pH 7.0 was reacted with 13.1 mm phenol and 
6.25 mm H2O2 in a total volume of 3 ml at 37 °C 
for 7 min, then followed by addition of 2.4 mm 
inH. The reaction was continued at 37 °C for 
1 h [18]. The absorbance of the reaction product , 
i.e. benzo-quinone was monitored at λ 444 nm 
(ε444 = 0.393 m-1·cm-1). One unit of the activity was 
defined as the amount of enzyme that catalyzes the 
formation of benzo-quinone product per min at 
37 °C.

structure alignment. Three-dimensional 
structure of the mutant katG protein was generated 
by SwiSS-mOdEL, an automated protein homology 
modeling server, using the known crystal structure 
of a wild type katG protein structure (PdB code 
1SJ2) as a template. The minimization of the struc-
tural model was conducted with amber 10 [19]. The 
modeled structure was visualized using PymOL 1.3 
(www.pymol.org). root mean square deviation of the 
model was compared to the 1SJ2 structure by Super 
Pose version 10.

results and discussion

cloning of katG gene from inh-resistant 
m. tuberculosis strain. The open reading frame 
(OrF) of katG gene from L8 isolate of inH-resistant 
M. tuberculosis strain was amplified by PcR using 
FG and rG primers. The 2.2 kb fragment of PCr-
product then was inserted in pGEm-T vector (3.0 kb) 
to construct pGEmT-katG recombinant. The recom-
binant plasmid exhibited two fragments (3.0 and 
2.2 kb) then it was digested by both ecori and Noti 
restrction enzymes (Fig. 1). The 3.0 kb fragment cor-
responded to pGemT vector, and the 2.2 kb fragment 
had the size of the katG gene. The 2.2 kb fragment  
of L8 isolate carried a mutation, the guanine instead 
of adenine at position 713 (Fig. 3). 

The katG gene was then subcloned to pColdii- 
dna as expression vector. insertion of katG frag-
ment (2.2 kb) in vector pCold ii-dna (4.3 kb) 
yielded a pCold ii-katG recombinant (6.5 kb). Sin-
gle digestion of the recombinant with Ndei and 
Xbai restriction enzymes yielded a dna fragment 
(6.5 kb), respectively, while the digestion with both 
the enzymes yielded two fragments consisting of 
2.2 and 4.3 kb (Fig. 2). The nucleotides sequences 
of the katG gene from the L8 M. tuberculosis isolate 
showed a substitution of adenine to guanine at posi-
tion 713 compared to the katG from inH suscepti-
ble M. tuberculosis, the H37rv strain (Fig. 3). The 

mutation altered the amino acid of katG protein, the 
serine instead of asparagine at posistion 238 through 
in silico translation (Fig. 3). 

The katg expression. To express the katG, 
the e. coli BL21 (De3) that bring pCold-katG re-
combinant was grown in LB medium containing am-
phicilin, then followed the induction of the culture 
with iPTG. after the cell of e. coli was collected by 
centrifugation, the cell pellets were lysed to release 
its extract protein. analysis of the extract protein in 
SdS PaGE showed a high intensity of protein band 
with a molecular mass of 80 kda that belonged to 
katG protein (Fig. 4). 

catalase-peroxidase activities of mutant 
katgasn238ser. The kinetic properties of catalase-
peroxidase of mutant katGasn238Ser and wild type 
had been determined, i.e. km, kcat and kcat/km. The 
mutant katGasn238Ser exhibited  the kcat/km value  for 
catalase and peroxidase lower than katGwt. The 
kcat/km value mean as the catalytic efficiency of en-
zyme. The high kcat/km suggested that an enzyme 
could bind its substrate effectively and decompose 
its substrate into a product well, and vice versa. 
katGwt  has kcat/km value as 8.62×104 m-1·S-1 for 
catalase and 1.99×105 m-1·S-1 for peroxidase. mean-
while katGasn238Ser mutants have a low kcat/km value, 
i.e. 5.12×104 m-1·S-1 for catalase and 0.96×105 m-1·S-1 
for peroxidase (Table 2). in addition to the ki-
netic proper ties, the mutant katGasn238Ser took also 
a declining activity to oxidize inH. The mutant 
katGasn238Ser  activity in oxidation of isoniazid re-
mained 42.5% from that of katGwt (Fig. 5).

structural model of mutant katgasn238ser. 
Structure modeling of katGasn238Ser was done to 
know the effect of amino acid substitution in the mu-
tant protein. superposition of cα framework of the 
mutant model with the katGwt structure exhibited 
root mean square deviations (rmSd) of 0.073. This 
result showed that The mutant katGasn238Ser shared 
similiar structure with katGwt of M. tuberculo-
sis H37rv. moreover, the amino acid substitution 
of asn238Ser found in the mutant katG L8 elimi-
nate the salt bridge interaction around the substrate 
binding  site, which connects between the amine 
group in side chain of asn238 residue with the car-
boxyl group of Glu233 in katGwt (Fig. 6).

katG is the only enzyme in M. tuberculosis 
that could generate isoniazid susceptibility. There-
fore it plays a central role in the development of at 
least one type of isoniazid resistance [20]. mutations 
in katG are often associated with inH resistance. a 
substitution of adenine to guanine at position 713 in 
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Fig. 1. The restriction map of pGemT-katG recombinat. Marker DNa λ/HindIII (M); the 2.2 kb fragment of  
PCRproduct from l8 and H37Rv isolate (1 and 2); The purifykatG (3); the pGemT-katG pGemT-katG (l8 
and H37Rv) which digested by ecoRI and NotI (4 and 5). each digestion resulted two fragmens at 3.0 kb and 
2.2 kb. The 3.0 fragment correspond to pGemT vector, then the 2.2 kb fragment correspond to the katG gene

23.130 pb
9.416 pb
6.557 pb

4.361 pb

2.322 pb
2.027 pb

Fig. 2. The restriction map of pCold II-katG recom-
binant. Marker DNa λ/HindIII (M), pCold II-DNa/
XbaI (1), pCold II-katG/NdeI (2), pCold II-katG/
NdeI + XbaI (3). Dygestion of the recombinant with 
both the enzymes yielded two fragments consisting 
of 2.2 and 4.3 kb

23.130 pb
9.416 pb
6.557 pb

4.361 pb

2.322 pb
2.027 pb

M             1         2              3katG gene that correspond to asn238Ser replace-
ment was found in the L8 clinical isolate which had a 
resistance level to inh at 1 μg/ml. Minimal inhibitor 
concentration (miC) of inH for growing M. tuber-
culosis has been reported as 0.02 to 0.06 μg/ml [3]. 
The inh resistance is classified as a low level for 
Mic value ˂ 1 μg/ml, and a high level for Mic value 
≥ 1 μg/ml [21]. Many papers showed that the level 
of inH resistance of clinical isolates of M. tubercu-
losis are not directly correlated with the number of 
mutations in katG. There are many clinical isolates 
resistant to inH at low level, having multiple muta-
tions in katG, and vice versa, single mutation is con-
nected with high resistance to inH [5, 21, 22].

direct relationship between mutation in katG 
with inh resistance phenotype is still insufficient 
to understand the emergence of inH resistance in 
clinical isolates, because the mutation events might 
connect with other biological traits. as confirmation 
that the substitution asn238Ser connected with inH 
resistance in clinical isolate of L8, it was determined 
the activities of catalase-peroxidase and inH oxida-
tion by the mutant. 

The mutant katGasn238Ser of the L8 isolate ex-
hibited lower catalase and peroxidase activity than 
that of katGwt. The mutant has a binding affinity 
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Fig. 3. Nucleotides alignment of the katG of INH resistant M. tuberculosis strain (l8) againts the katG from 
INH sensitive strain (H37Rv) and GenBank. Comparing with H37Rv and genbank katG, The l8 katG exhibited 
a varian nucleotide at position 713, guanine instead of adenine, then substituted asn with Ser at position 238. 
Mutation is marked with a red oval

to the substrate is lower than the katGwt, because it 
has a value of km for each catalase and peroxidase, 
1.4 times higher than katGwt (Table 2). Substitution 
asn238ser reduced 40% of substrate binding affini-
ty for catalase-peroxidase of the mutant. Compa ring 
with katGwt, the mutant katGasn238Ser also displayed 
a decrease of kcat value by 17% for catalase and 32% 
for peroxidase. This means that the mutant lost 17 
and 32% ability of catalase and peroxidase respec-
titively in the converting of substrate into product. 
The catalytic efficiency that symbolized by kcat/km 
for the mutant katGasn238Ser decreased by 41% for 
cata lase and 52% for peroxidase activity (Table 2). 
The mutant katGasn238Ser decreased in both the 
binding  affinity and the converting activity of sub-
trate into product. Several papers reported that the 
catalase-peroxidase activity among variants of katG 

were not correlated with the resistance level of inH 
[11, 12]. This can be triggered due to the measure-
ment of enzyme activity in vitro, but it is connected 
directly with inH resistance phenotype which is ac-
tually derived from the in vivo process. 

The inH oxidation test of katGasn238Ser showed 
that the mutant lost 62% of the activity compared 
with that of katGwt (Table 2). The asn238Ser 
modification in katG of inh resistant isolate (l8) 
is connected with the decline in the activity of cata-
lase-peroxidase and inH oxidation of the protein. 
Decreasing of catalytic efficiency (kcat/km) of mutan 
katGasn238Ser as 41% for catalase and 52% for per-
oxidase accompanied the reduction of 62% in inh 
oxidation activity of the mutant. The decline of inH 
activation in many variants of katG, i.e. ala110val, 
asp735ala, ala139Pro, Ser315asn, Leu619Pro, and 
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Fig. 4. electrophoregram of katG protein in SDS 
PaGe. Protein marker (1), crude extract of katG 
(2), purify product of l8 and H37Rv katG (3 and 4). 
The katG protein was eluted by 100 mM imidazole 
buffer

T a b l e  2. kinetic parameters of catalase-peroxidase of katGwt and katGasn238Ser

activity isolate
kinetic parameters

kcat (S
-1) km (mm) kcat/km (m-1·S-1)

Catalase
wild type katG H37rv 272.3 3.16 8.62×104

katG (asn238Ser) L8 227.5 4.44 5.12×104

peroxidase
wild type katG H37rv 49.0 0.25 1.99×105

katG (asn238Ser) L8 33.3 0.35 0.96×105
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Fig. 5. The INH oxidation activity of wild type and 
mutant katG
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Leu634Phe have exhibited a highly correlated with 
the change level of catalase-peroxidase activity for 
the mutants [23].

The catalytic function of katG is carried out ef-
fectively by amino acid residues in the active site, i.e. 
arg-104, Trp-107 and His-108 residues in the distal 
pocket, and His270, Trp321 and asp381 residues in 
the proximal pocket. inH binds to katG via interac-
ting with amino acids in the distal pocket. Other 
residues such as val230, asn231, Pro232 and Ser315 
have been reported to be involved in interacting with 
inH [24-26]. The stability in the active site environ-

ment of katG is required to support the inH activa-
tion by the protein.

The failure role of katG in the inH activa ting 
has been shown in detail by the mutant katGSer315Thr 
[12, 13, 27]. The Ser315Thr substitution in katG 
impacts on the shifting of substrate binding chan-
nel from 6.0 to 4.7 Å [27]. Consequently the mutant 
failed to bind the inH, and subsequently decreased 
160 times in the inH activation compared with 
katGwt  [14].

By using a structure model, the basis of a de-
crease in the catalytic efficiency for catalase-per-
oxidase and inH oxidation activity in the mutant 
katGasn238Ser  was described. in the katGwt structure, 
the amino acid 238 is put closely to the substrate 
binding site, i.e. asn137, val230, asn231, Pro232 
and Ser315 residues. it is found that asn231 residue 
makes hydrogen bond with Glu233 and van der 
walls interaction with asn236. These interactions 
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Fig. 6. Illustration of asn238Ser substitution effect in katG l8. Superposition of mutant katG structure (l8) 
(yellow) to the katGwt (red) (a). The blue rod-shaped amino acids represented the residues for subtrate 
binding ; green rod-shaped amino acids represented catalytic residues, and magenta are the residue for cross 
links. In the katGwt, the asn238 stabilized the active site environment  through linkage to the Glu233 and 
asn236 (B). In the mutant katG l8,  the Ser238 residue could not make interaction with Glu233

are stabilized by the presence of salt bridge which 
connects between the amine group in side chain of 
asn238 residue with the carboxyl group of Glu233 
in katGwt (Fig. 6). This salt bridge was lost due to 
modification of asn238ser in the mutant katG l8.  
The lost of the salt bridge created unfavorable for 
enzyme activities, then in turn it emerged the inH 
resistance in the L8 isolate of M. tuberculosis. The 
model analysis of katGasn238Ser should be further con-
firmed by a real crystal structure of the mutant.
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Мутації в гені katG часто пов’язані 
із резистентністю штаму Mycobacterium 
tuberculosis до ізоніазиду. Дослідження проведе-
но з метою виявлення мутації katG в клінічному 
ізоляті (l8) з M. tuberculosis, стійкими до 
ізоніазиду за концентрації 1 мкг/мл. у роботі 
охарактеризовано каталазу-пероксидазу katG 
l8 і проведено вивчення структури протеїну з 
метою глибше зрозуміти процес активації пре-
парату і механізм резистентності до нього M. 
tuberculosis. Ген katG був клонований і експре-
сований в escherichia coli, вивчено властивості 
каталази-пероксидази katG. Проведено моделю-
вання структури протеїну для з’ясування при-
чин зміни ензиматичної активності. встанов-
лено заміщення каталази-пероксидази a713G, 
що відповідає заміні asn238ser в l8 katG. 
Модифікація asn238ser у протеїні l8 katG при-
зводила до зниження активності каталази-пе-
роксидази і окислення ізоніазиду. каталітична 
ефективність (kcat/km) мутантного katGasn238Ser 
зменшувалась для каталази і пероксидази до 41 і 
52% відповідно. Мутант katGasn238Ser також знижу-
вав окислення ізоніазиду на 62% порівняно з ди-
ким типом katG (katGwt). Показано, що мутація 
asn238ser може призвести до нестабільності в 
сполучній ділянці katG через вилучення елек-
тростатичного зв’язку, що з’єднує аміногрупу 
asn238 із карбоксильною групою Glu233, яка 
представлена в katGwt. втрата електростатич-
ного зв’язку в місці зв’язування субстрату в му-

танта katGasn238Ser знижує активність ензимів, 
що, в свою чергу, зумовлює резистентність 
M. tuberculosis до ізоніазиду в ізоляті l8.

к л ю ч о в і  с л о в а: Mycobacterium 
tuberculosis, резистентність до ізоніазиду, katG, 
каталаза-пероксидаза.
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Мутации в гене katG часто связаны с рези-
стентностью штамма Mycobacterium tuberculosis 
к изониазиду. Это исследование проведено для 
определения мутации katG в клиническом изо-
ляте (l8) с M. tuberculosis, устойчивыми к изо-
ниазиду при концентрации 1 мкг/мл. в работе 
охарактеризована каталаза-пероксидаза katG 
l8 и выполнены первоначальные структурные 
исследования протеина с целью более полного 
понимания процесса активации препарата и ме-
ханизма резистентности к нему M. tuberculosis. 
Ген katG был клонирован и экспрессирован в 
escherichia coli, затем изучены свойства ката-
лазы-пероксидазы katG. Проведено модели-
рование структуры протеина для выяснения 
причин изменения энзиматической активности. 
установлено замещение каталазы-пероксида-
зы a713G, что соответствует замене asn238ser 
в l8 katG. Модификация asn238ser в протеине 
l8 katG приводила к снижению активности ка-
талазы-пероксидазы и окисления изониазида. 
каталитическая эффективность (kcat/km) му-
тантного katGasn238Ser уменьшалась для каталазы 
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и пероксидазы до 41 и 52% соответственно. Му-
тант katGasn238Ser также снижал окисление изони-
азида на 62%, по сравнению с диким типом katG 
(katGwt). Показано, что мутация asn238ser мо-
жет привести к нестабильности в связывающем 
участке katG из-за удаления электростатиче-
ской связи, соединяющей аминогруппу asn238 
с карбоксильной группой Glu233, которая пред-
ставлена в katGwt. Потеря электростатического 
взаимодействия в месте связывания субстрата в 
мутанте katGasn238Ser снижает активность энзи-
мов, что, в свою очередь, обусловливает рези-
стентность к изониазиду M. tuberculosis в изо-
ляте l8.

к л ю ч е в ы е  с л о в а: Mycobacterium 
tuberculosis, резистентность к изониазиду, katG, 
каталаза-пероксидаза.
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In this work we investigated the effect of nanomolar concentrations of nitric oxide on the release of 
gamma-aminobutyric acid (GaBa) from rat brain nerve terminals using a radioisotope method with [3H]GaBa 
and a spectrofluorimetric method with Ca2+-sensitive probe Fluo-4 aM. It was shown that in the presen ce of 
dithiothreitol (DTT), nitric oxide donor SNaP at concentration, in which it produces NO in the nanomolar 
range, caused Ca2+-independent [3H]GaBa release from nerve terminals. The applications of 4-aminopyri-
dine (4-aP) and nipecotic acid (Na), as the inducers of GaBa release from vesicular and cytoplasmic pools, 
showed that the maximum of SNaP/+DTT-induced [3H]GaBa release was registered at 10th min of incuba-
tion and coincided in time with significant increase (almost double) in Na-induced [3H]GaBa release. at this 
time point, 4-aP-induced release of [3H]GaBa was drastically reduced. at the 15th min of incubation of nerve 
terminals with SNaP/+DTT, the opposite picture was observed: the decrease in Na- and increase in 4-aP-in-
duced [3H]GaBa release. Thus, nitric oxide in the form of S-nitrosothiols at nanomolar concentrations causes 
Ca2+-independent GaBa leakage from synaptic vesicles into cytosol with subsequent release from nerve ter-
minals. The reuptake of the neurotransmitter and its re-accumulation in synaptic vesicles occur later. 

k e y  w o r d s: nitric oxide, GaBa release, vesicular and cytoplasmic pool. 

n itric oxide (nO) is a unique signalling 
mole cule that is involved in key body’s vi-
tal processes. in the central nervous sys-

tem, nitric oxide modulates the efficienсy of synaptic 
transmission and affects the formation of prolonged 
connections between neurons that underlies the cog-
nitive brain functions: memory and learning. The 
physiological function of nO in brain is closely re-
lated to its ability to modulate the release of neu-
rotransmitters. Freely diffusing into the presynaptic 
terminal, nitric oxide affects the release of almost all 
known classes of neurotransmitters, exhibiting both 
stimulating [1] and inhibitory [2] effects on neuro-
transmission. Some authors believe that nO acting 
on the presynapse exhibits multidirectional effect, 
namely reducing the stimulated release of neuro-
transmitters and, at the same time, increasing the 
spontaneous release of neurotransmitters [3].

GaBa is one of the key inhibitory neurotrans-
mitters, which controls neural tissue excitability 
and affects high integrative brain functions. In vivo 
GaBaergic neurotransmission can be modulated 
by nitric oxide released from nO-containing drugs, 
glial cells or postsynaptic nerve terminals due to 
the activation of, for example, postsynaptic nmda-
type glutamate receptors [4]. Concerning the latter, 

no acts as a retrograde messenger that diffuses into 
pre synaptic terminals and modulates neurotransmit-
ter release. it was shown that the release of GaBa 
from nerve terminals can occur via the classical 
pathway, exocytosis [5],  as well as via plasma mem-
brane GaBa transporter reversal [6]. There is also 
an opinion that no, affecting the Gabaergic ter-
minals, engages both pathways: inhibiting exocyto-
sis and stimulating the transporter-mediated GaBa 
release [7]. 

ambiguity and sometimes contradictory data 
on the effect of no on the release of neurotrans-
mitters can be a result from different redox-status 
of nO molecule (nO•, nO- or nO+) of nitric oxide 
donors generally used in experiments [8]. Therefore, 
the effects of no can be mediated by activation of 
different intracellular signaling pathways, in particu-
lar, S-nitrosylation of neuronal protein thiol groups 
[9] or activation of soluble guanylate cyclase [10]. 
Concentration of nitric oxide also plays an important 
role, since at its high concentration mechanisms of 
oxidative stress, mitochondrial dysfunction and ex-
citotoxicity are activated [11].

Given the aforementioned, the aim of this work 
was to study the effect of low (nanomolar) con-
centrations of nitric oxide on GaBa release from 

doi: https://doi.org/10.15407/ubj88.05.082
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isolated rat brain nerve terminals (synaptosomes). 
as the nO donor, we used SnaP (S-nitroso-n-
acetylpenicillamine), which belongs to the class of 
natu ral metabolite of nitric oxide. biological effect 
of s-nitro sothiols is mediated via direct effect of no 
molecules spontaneously released due to homolytic 
S-n bond cleava ge, as well as via a transnitrosation 
reaction – nitrosonium ion (nO+) transfer to thiol-
containing compounds (peptides, enzymes, etc.). in 
the range of SnaP concentration from 0.1 to 1 mm, 
the concentration of free nO is found to be in the 
nanomolar range from 20 to 100 nm [12]. 

Materials and Methods 

all animal experiments were performed in ac-
cordance with the rules and regulations of the Euro-
pean Convention for the Protection of vertebrate 
animals used for experimental and other scientific 
Purposes (Strasbourg, 1986). male white wistar rats 
weighing 150-200 g were used in the study. animals 
were maintained in standard cages under natural 
light conditions on standard rodent diet with free ac-
cess to food and water. in the experimental day, the 
animals were decapitated under chloroform anesthe-
sia, after that, hippocampus and cerebral cortex were 
immediately isolated and homogenized in cool isola-
tion medium consisting of: 0.32 m sucrose, 0.2 mm 
EGTa, 5 mm HEPES, pH 7.4 using glass Poter ho-
mogenizer (clearance 0.2 mm). Purified fraction of 
isolated nerve terminals (synaptosomes) were pre-
pared using Cotman method [13], by suspending pre-
cipitate after the last centrifugation in standard cool 
oxygenated incubation medium composed of (mm): 
naCl – 126, kCl – 5, CaCl2 – 1, mgCl2 – 1.4, 
naH2PO4 – 1, HEPES – 20 (pH 7.4), d-glucose – 
10. all the procedures were carried out at 0-4 ºC. 
Protein concentration was determined by the Lowry 
method in larson modifications [14]. 

GaBa release from synaptosomes was de-
termined using radioisotope method with tritiated 
Gaba (5×10-7 m). To prevent degradation of neu-
rotransmitter, the experiments were carried out 
in the presence of aminooxyacetic acid (100 µM), 
GaBa-transaminase inhibitor. The [3H]GaBa re-
lease from synaptosomes without adding stimulating 
agents was taken as the basal release. SnaP-induced 
release was calculated as the difference between the 
[3H]GaBa release in the presence of SnaP and the 
basal release. GaBa release from vesicular pool 
was induced by addition of 4-aminopyridine (4-aP) 
and determined as difference between 4-aP-induced 

[3H]GaBa release from control synaptosomes and 
synaptosomes preincubated with SnaP. GaBa re-
lease from cytoplasm pool was induced by nipecotic 
acid (na). 4-aP/na was added to synaptosomes at 
different time points their incubation with snaP, 
and after 5 min the aliquots were centrifuged at 
12 000 rpm for 15 sec and the supernatants were col-
lected. The content of [3H]GaBa in the supernatant 
was measured using a liquid scintillation counter 
Tracor analytic delta 300 with aCS scintillation 
liquid, and was expressed as a percentage of total 
[3H]GaBa in synaptosomes. results are presented 
as mean ± SEm. 

relative changes of ionized calcium levels 
within synaptosomes were assessed using fluores-
cent Ca2+-sensitive probe Fluo-4 am according to 
standard procedure. kinetic measurements were 
performed using a spectrof luorometer Quanta-
Master 40 (PTi, FelixGX-4.1.0) at λex = 496 nm and 
λem = 518 nm. Criteria for synaptosome functiona lity 
were their responses to application of calcium iono-
phore a 23187 (final concentration 5 µM) and kcl 
(final concentration 30 mM). statistical data proces-
sing and graphing were performed using microsoft 
origin Pro 9.0 software. statistical significance was 
calculated using anOva with Bonferroni correc-
tion for multiple comparisons. The differences were 
considered significant at P < 0.05 / n (where n is the 
number of determined parameters).

The following reagents were used in the experi-
ments: [3H]GaBa (94 Ci/mol), aSC scintillation 
liquid  (amersham, Uk), 4-aminopyridine (rBi, 
USa), SnaP (S-nitroso-n-acetylpenicillamine), 
dithiothreitol, nipecotic acid, Ficoll-400, aminooxya-
cetate, d-glucose, HEPES (Sigma, USa), Fluo-4 am 
(invitrogen, USa) and other reagents (reachim, 
Ukraine).

results and discussion

The first step in our study of the effect of ni-
tric oxide on GaBaergic nerve terminals was time 
measurements of the amount of radiolabeled GaBa 
released from synaptosomes during their incubation 
with SnaP. as it can be seen (Fig. 1, a), 10 min af-
ter addition of snaP (100 µM) to [3H]GaBa-loaded 
synaptosome, the amount of the extrasynaptosomal 
neurotransmitter (minus basal release) was insignifi-
cant (1.1 ± 0.52%). This indicates that snaP itself, 
which at this concentration spontaneously releases 
nO in a concentration of several nm [15], had little 
effect on the inhibitory neurotransmission. howe-

a. S. Tarasenko
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ver, the picture drastically changed in the presence 
of 1 mm dTT in the incubation medium. according 
to the literature and our data, the biological effect of 
s-nitrosothiols, including snaP, is significantly en-
hanced in the presence of low molecular mass thiols 
that is associated with the formation of the highly 
reactive intermediates and additional nO release 
due to fast SnaP cleavage [15, 16]. as it is seen 
in Fig. 1, the amount of [3H]GaBa released from 
the synaptosomes at the 5th min of the SnaP action 
was  5.19 ± 0.52%, and at the 10th min of incubation, 
this value increased to 8.05 ± 0.24%. howe ver, fur-
ther elevation in the extrasynaptosomal [3H]GaBa 
level was not observed, and, on the contrary, at the 
15th min of incubation the level of [3H]GaBa sharp-
ly dropped to almost 1.19 ± 0.78% that is likely to 
reflect the dynamic [3H]GaBa uptake into synap-
tosomes. The assumption about the mechanisms for 
this snaP/+DTT effect will be made later. it should 
be only  noted that dTT itself stabilized presynaptic 
terminals reducing the basal release of radiolabeled 
neurotransmitter (Fig. 1, the second column).

SnaP/+dTT-induced release of [3H]GaBa 
was found to be insensitive to the absence of calcium 
ions in the incubation medium (Fig. 1, B), indica-
ting that the release does not occur due to classical 
synchronous exocytosis. Ca2+-independent neuro-
transmitter release under the action of nO has been 
described previously [10, 17], and can be a conse-
quence of the involvement of intracellular calcium 
stores and activation of spontaneous GaBa release. 
The spontaneous process, unlike synchronous, is 
believed to occur asynchronously and triggered by 
calcium ions, which are released from intracellular 
stores into cytosol [18]. Thus, the next step of the 
study was to clarify the involvement of intracellular 
calcium stores in SnaP/+dTT-induced [3H]GaBa 
release.

relative changes in the concentration of ioni zed 
calcium inside synaptosomes [Ca2+]in were assessed 
using a fluorescent probe Fluo-4 aM, which after 
cleavage by intracellular esterases and binding  with 
calcium ions emits in the green spectral band. as it 
is shown in Fig. 2, a, addition of snaP (100 µM) 
to a suspension of synaptosomes  preincubated 
with dTT (1 mm) in Ca2+-free medium (+0.1 mm 
EGTa) was not accompanied by a change in Fluo-4 
fluorescence that indicated a lack of increase in 
[Ca2+]in upon action of nanomolar concentrations 
of SnaP. However, the addition to synaptosomes 
of Ca2+-ionophore a-23187 (5 µM) led to a fluores-

Fig. 1. [3H]GaBa release from synaptosomes under 
the action of SNaP (100 µM) and/or DTT (1 mM) 
in the Ca2+-containing (a) and Ca2+-free/+0.1 mM 
eGTa (B) incubation medium; mean ± SeM, n = 4, 
* P < 0.05; ** P < 0.01
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cence burst due to an increase in the concentration 
of calcium released from intracellular store – mito-
chondria and endoplasmic reticulum. Other criteria 
of synaptosome functionality was the application of 
kcl (30 mM), which, as expected, did not affect the 
fluorescence intensity of Fluo-4 in ca2+-free medi-
um (Fig. 2, a), however caused a sharp increase in 
fluorescence in the presence of 1 mM ca2+ (Fig. 2, 
B). The latter is related to the influx of extrasynap-
tosomal calcium into synaptosomes through poten-
tial-regulated channels due to  kCl-induced plasma 
membrane depolarization. it should be noted that the 
addition of 100 µM snaP/+DTT to synaptosomes in 
the Ca2+-containing medium also did not affect the 
calcium concentration in synaptosomes (Fig. 2, B), 
and this allows us to hypothesize that SnaP/+dTT-
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Fig. 2. Relative changes in ionized calcium level inside synaptosomes under the action of SNaP/+DTT 
(100 µM/1 mM) in Ca2+-free /+0.1 mM eGTa (a) and Ca2+-containing (B) incubation medium. Responses to 
the addition of kCl (30 mM) and a 23187 (5 µM) served as the criteria of synaptosome functionality. The typi-
cal curves are demonstrated

1.10

Fl
uo

-4
 fl

uo
re

sc
en

ce
, n

or
m

al
iz

ed
 

A

Time, s
-180      0      180     360    540    720    900   1080  1260  1440  1620

1.05

1.00

0.95

0.90

0.85

0.80

H2O / SNAP +DTT

A-23186 / KCl

B

1.10

Fl
uo

-4
 fl

uo
re

sc
en

ce
, n

or
m

al
iz

ed
 

Time, s
0          180         360       540        720        900       1080

1.05

1.00

0.95

0.90

1.15

1.20

H2O + DTT /SNAP +DTT

A-23186

KCl

Control

induced [3H]GaBa release does not occur by exo-
cytosis (spontaneous and/or synchronous), but rather 
by engagement of other mechanisms as, fot instance, 
transporter-mediated.

To check this assumption, we carried out a se-
ries of experiments aimed to find out from which 
pools, vesicular and/or cytoplasmic, GaBa is re-
leased under the action of SnaP. To this, we used 
potassium channel blocker 4-aP, which induces 

Ca2+-dependent GaBa release predominantly from 
vesicular pool [19], and na, which, having the 
higher  affinity to Gaba transporters than Gaba, 
is captured by transporters and transferred into cells 
in exchange for "cytoplasmic" GaBa [20]. as it is 
seen in Fig. 3 (red columns), the addition of 4-aP 
(2 mm) to synaptosomes at the 5th and 10th min of 
their incubation with snaP/+DTT (100 µM/1 mM) 
was accompanied by a gradual decrease in the 4-aP-

a. S. Tarasenko
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induced [3H]GaBa release from vesicular pool, in-
dicating its considerab le depletion. However, at the 
15th min of incubation, the vesicular GaBa pool 
was significantly restored, as evidenced by further 
increase in 4-aP-induced [3H]GaBa release (com-
pared to the 10th min of incubation).

Thus, the question arises: what happens to ve-
sicular GaBa pool at the 5th and 10th min of synap-
tosome incubation with SnaP/+dTT? we suggest 
that GaBa is likely to leak from vesicles into cyto-
plasm and then releases out of synaptosomes. This 
assumption is supported by our data obtained in the 
experiments with nipecotic acid (100 µM). We ob-
served a gradual increase in na-induced GaBa re-
lease from cytoplasmic pool at the 5th and 10th min of 
SnaP/+dTT action (Fig. 3, grey columns). analysis 
of na- and 4-aP-induced [3H]GaBa release from 
synaptosomes clearly demonstrated that these pro-
cesses are opposite-directed, that is, a decrease in  
vesicular GaBa content was accompanied by an 
increase in the [3H]GaBa level in cytoplasm. and 
conversely, a decrease in cytoplasmic [3H]GaBa 
concentration at the 15th min of incubation was 
correlated with the accumulation of GaBa inside 
synaptic vesicles and, as a consequence, with an in-
crease in the amount of [3H]GaBa additionally re-
leased from vesicles under the action of 4-aP. Thus, 
these results allow us to assume that SnaP/+dTT 

causes GaBa release from vesicles into cytosol fol-
lowed by its release out of synaptosomes, presumab-
ly, via reverse operation of GaBa transporter. 

nO-induced GaBa release owing to the rever-
sal of its transporters was previously demonstrated 
by G. Lonart and k. m. Johnson, who had found that 
hydroxylamine and S-nitroso-L-cysteine caused the 
release of dopamine and norepinephrine from stri-
atal and hippocampal slices via pathway that was 
blocked by the inhibitors of their reverse uptake [21]. 
it should be noted that if the transporter-mediated 
neurotransmitter release was previously considered 
as a pathological process, which occurred, for exam-
ple, upon ischemic or traumatic brain injury [22], but 
now there are experimental evidences of the involve-
ment of transporters in the neurotransmitter release 
under physiological conditions. Thus, Falkenburger 
et al [23] showed that electrical stimulation of the 
brain subthalamic nuclei led to the transporter-
mediated release of dopamine from dopamineergic  
dendrites  in the substantia nigra, providing com-
munication between neurons. non-vesicular, trans-
porter-induced GaBa release, according to other 
authors [24], contributes to maintaining of the extra-
cellular Gaba concentration at the level sufficient to 
activate the high affinity Gaba receptors and thus, 
participates in the formation of tonic inhibition.

Fig. 3. Na- and 4-aP-induced [3H]GaBa release from synaptosomes preincubated with SNaP/+DTT for vari-
ous periods of time; mean ± SeM, n = 3, * P < 0.05; ** P < 0.01
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GaBa transporters can operate in the reverse 
direction due to the disturbance of their dynamic 
equilibrium. One of the reasons for this is the change 
in the intracellular neurotransmitter concentration. 
it was shown that anticonvulsants such as gabapen-
tin and vigabatrin, which irreversibly block GaBa 
transaminase, caused an increase in the cytosolic 
concentration of GaBa and, consequently, its re-
lease from the nerve terminals owing to reverse op-
eration of transporters [25]. in our work we also as-
sumed that  SnaP/+dTT-induced [3H]GaBa release 
might be transporter-mediated, however an increase 
in the cytoplasmic concentration of [3H]GaBa is 
probably caused by another reason. 

it is known that the accumulation of neuro-
transmitters in the synaptic vesicles is coupled with 
proton transfer into the vesicles, so the increase in 
cytoplasmic GaBa concentration might be due to 
disruption in the function of a vesicular H+-aTPase, 
which forms the H+-gradient. Previously, we have 
shown that the addition of SnaP/+dTT to synap-
tosomes caused  a dissipation of the synaptic vesi-
cle proton gradient that is most likely the result of 
cytosolic aTP depletion owing to inhibition of 
mitochondrial respiration by nitric oxide [15]. The 
maximum of H+-gradient dissipation was observed 
at the 10th min that is fully correlated in time with 
the maximum of [3H]GaBa release from cytosol 
pool. The vesicular proton gradient was restored at 
the 15th min of incubation with SnaP+dTT and this 
process coincided with a decrease in the extrasynap-
tosomal concentration of [3H]GaBa (Fig. 1, a) and 
its re-accumulation inside vesicles (Fig. 3).

Thus, considering the above results, we can 
conclude that in the nanomolar range of concentra-
tions, nitric oxide in the form of S-nitrosothiols in 
the presence of SH-reducing compounds may cause 
Ca2+-independent GaBa release from synaptic vesi-
cles into cytosol followed by its release from nerve 
terminals presumably due to  reverse operation of  
GaBa transporters. This process is accompanied 
by a decrease in the concentration of neurotransmit-
ter within the vesicles and, hence by a decrease in 
further GaBa release by exocytosis. This view on 
the mechanism of presynaptic action of nitric oxide 
allows reconciling the contradictory literature data 
that have shown both stimulating [26] and inhibi-
tory [27] effects of no on the neurotransmission. a 
similar opinion about multidirectional action of nO 
has been previously expressed by other researches 
[3, 7], in particular, Sequeira et al. believe that nO 

affecting  the Gabaergic terminals inhibits the exo-
cytotic and stimulates  carrier-mediated GaBa re-
lease [7]. However, unlike Sequeira, we assume that 
the decrease in neurotransmitter release by exocy-
tosis occur not so much  due to the inhibition of the 
process itself, but rather  to the release of partially 
depleted vesicles.

in summary, it should be noted that it is quite 
possible that the effect of nitric oxide on Gabaer-
gic neurotransmission may be realized by the in-
volvement of other pathways, in particular in case 
of higher nO concentrations, since a high oxidative 
potential of nitric oxide provides this molecule with 
unique properties.

вплив дОНОра Оксиду азОту 
snap На вивільНЕННя гамк 
із НЕрвОвиХ закіНчЕНь мОзку 
щурів 

А. С. Тарасенко

інститут біохімії ім. О. в. Палладіна 
нан україни, київ;

e-mail: tas@biochem.kiev.ua

у роботі ми досліджували вплив нано-
молярних концентрацій оксиду азоту на 
вивільнення ГаМк (гама-аміномасляної кис-
лоти) з нервових закінчень мозку щурів. Для 
цього використовували радіоізотопний ме-
тод із [3h]ГаМк та спектрофлуориметрич-
ний метод із застосуванням са2+-чутливого 
зонда Fluo-4 aM. Показано, що в присутності 
дитіотреїтолу (Дтт) донор оксиду азоту snaP 
у концентрації, що виділяє no в наномоляр-
ному діапазоні, спричинює са2+-незалежне 
вивільнення [3h]ГаМк із нервових закінчень. 
застосування 4-амінопіридину (4-аП) та 
ніпекотинової кислоти (нк) як індукторів 
вивільнення ГаМк із везикулярного та ци-
топлазматичного пулів показало, що макси-
мум snaP/+Дтт-індукованого вивільнення 
[3h]ГаМк припадає на 10-ту хв інкубації і 
збігається в часі з майже вдвічі збільшеним 
вивільненням [3h]ГаМк за дії нк. у цей час 
4-аП-індуковане вивільнення [3h]ГаМк істот-
но знижувалося. на 15-й хв інкубації синапто-
сом із snaP+Дтт спостерігалася протилежна 
картина: зменшення нк- і збільшення 4-аП-
індукованого вивільнення [3h]ГаМк. таким чи-
ном, у наномолярному діапазоні концентрацій 
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оксид азоту у вигляді s-нітрозотіолів зумовлює 
са2+-незалежне витікання ГаМк із синап-
тичних везикул у цитозоль із наступним його 
вивільненням із нервових терміналей. у по-
дальшому відбувається зворотне захоплення 
нейромедіатора і його реакумуляція в синаптич-
них везикулах. 

к л ю ч о в і  с л о в а: оксид азоту, 
вивільнення ГаМк, везикулярний та цитоплаз-
матичний пул. 

влияНиЕ дОНОра Оксида азОта 
snap На высвОбОждЕНиЕ гамк 
из НЕрвНыХ ОкОНчаНий мОзга 
крыс

А. С. Тарасенко

институт биохимии им. а. в. Палладина 
нан украины, киев;

e-mail: tas@biochem.kiev.ua

в работе мы исследовали влияние наномо-
лярных концентраций оксида азота на высво-
бождение ГаМк (гамма-аминомасляной кис-
лоты) из нервных окончаний мозга крыс. Для 
этого использовали радиоизотопный метод с 
[3h]ГаМк и спектрофлуориметрический метод 
с са2+-чувствительным зондом Fluo-4 aM. По-
казано, что в присутствии дитиотреитола (Дтт)
донор оксида азота snaP в концентрации, выде-
ляющей no в наномолярном диапазоне, вызыва-
ет са2+-независимое высвобождение [3h]ГаМк 
из нервных окончаний. Применение 4-амино-
пиридина (4-аП) и нипекотиновой кислоты 
(нк) в качестве индукторов высвобождения 
ГаМк с везикулярного и цитоплазматическо-
го пулов показало, что максимум snaP+Дтт-
индуцированного высвобождения [3h]ГаМк 
приходится на 10-ю мин инкубации и совпадает 
по времени с почти вдвое увеличенным высво-
бождением [3h]ГаМк под действием нк. в это 
время 4-аП-индуцированное высвобождение 
[3h]ГаМк существенно снижалось. на 15-й мин 
инкубации синаптосом с snaP+Дтт наблюда-
лась противоположная картина: уменьшение 
нк- и увеличение 4-аП-индуцированного вы-
свобождения [3h]ГаМк. таким образом, в на-
номолярном диапазоне концентраций оксид 
азота в виде s-нитрозотиолов вызывает са2+-
независимое вытекание ГаМк из синаптиче-
ских везикул в цитозоль с последующим его 

высвобождением из нервных терминалей. в 
дальнейшем происходит обратный захват ней-
ромедиатора и его реаккумуляция в синаптиче-
ских везикулах.

к л ю ч е в ы е  с л о в а: оксид азота, высво-
бождение ГаМк, везикулярный и цитоплазма-
тический пул. 

References

1. Bradley Sa, Steinert Jr. nitric Oxide-mediated 
Posttranslational Modifications: impacts at the 
Synapse. Oxid Med Cell longev. 2016; 2016: 
5681036.

2. Hardingham n, dachtler J, Fox k. The role 
of nitric oxide in pre-synaptic plasticity and 
homeostasis. Front Cell Neurosci. 2013; 7: 190.

3. Pan zH, Segal mm, Lipton Sa. nitric oxide-
related species inhibit evoked neurotransmission 
but enhance spontaneous miniature synaptic 
currents in central neuronal cultures. Proc Natl 
acad Sci USa. 1996; 93(26): 15423-15428.

4. cserép c, szabadits e, szőnyi a, Watanabe M, 
Freund TF, nyiri G. nmda receptors in 
GaBaergic synapses during postnatal 
development. PloS One. 2012; 7(5): e37753. 

5. wang S, Teschemacher aG, Paton JF, kasparov 
S. mechanism of nitric oxide action on inhibitory 
GaBaergic signaling within the nucleus tractus 
solitarii. FaSeB J. 2006; 20(9): 1537-1539. 

6. Ohkuma S, katsura m, Chen dz, narihara H, 
kuriyama k. nitric oxide-evoked [3H] gamma-
aminobutyric acid release is mediated by two 
distinct release mechanisms. Brain Res Mol 
Brain Res. 1996; 36(1): 137-144. 

7. Sequeira Sm, duarte CB, Carvalho aP, 
carvalho cM. nitric oxide differentially 
affects the exocytotic and the carrier-mediated 
release of [3H] gamma-aminobutyric acid in 
rat hippocampal synaptosomes. Brain Res Mol 
Brain Res. 1998; 55(2): 337-340.

8. Lipton Sa, Choi yB, Pan zH, Lei Sz, Chen HS, 
Sucher nJ, Loscalzo J, Singel dJ, Stamler JS. a 
redox-based mechanism for the neuroprotective 
and neurodestructive effects of nitric oxide 
and related nitroso-compounds. Nature. 1993; 
364(6438): 626-632.

9. rudkouskaya a, Sim v, Shah aa, Feustel PJ, 
Jourd'heuil d, mongin aa. Long-lasting 
inhibition of presynaptic metabolism 
and neurotransmitter release by protein 



89

S-nitrosylation. Free Radic Biol Med. 2010; 
49(5): 757-769. 

10. Li dP, Chen Sr, Finnegan TF, Pan HL. 
Signalling pathway of nitric oxide in synaptic 
GaBa release in the rat paraventricular nucleus. 
J Physiol. 2004; 554(Pt 1): 100-110.

11. knott aB, Bossy-wetzel E. nitric oxide in health 
and disease of the nervous system. antioxid 
Redox Signal. 2009; 11(3): 541-554.

12. matthews Jr, Botting CH, Panico m, morris Hr, 
Hay rT. inhibition of nF-kappaB dna binding 
by nitric oxide. Nucleic acids Res. 1996; 24(12): 
2236-2242.

13. Cotman Cw. isolation of synaptosomal and 
synaptic plasma membrane fractions. Methods 
enzymol. 1974; 31: 445-452.

14. larson e, howlett b, Jagendorf a. artificial 
reductant enhancement of the Lowry method 
for protein determination. anal Biochem. 1986; 
155(2): 243-248.

15. Tarasenko as. The effect of nitric oxide 
on synaptic vesicle proton gradient and 
mitochondrial potential of brain nerve terminals. 
Ukr Biochem J. 2015; 87(6): 64-75.

16. Hu Tm, Chou TC. The kinetics of thiol-mediated 
decomposition of S-nitrosothiols. aaPS J. 2006; 
8(3): E485-E492.

17. Meffert Mk, Premack ba, schulman h. nitric 
oxide stimulates Ca(2+)-independent synaptic 
vesicle release. Neuron. 1994; 12(6): 1235-1244.

18. kaeser PS, regehr wG. molecular mechanisms 
for synchronous, asynchronous, and spontaneous 
neurotransmitter release. annu Rev Physiol. 
2014; 76: 333-363. 

19. Storchak LG, Pozdnyakova nG, Himmel-
reich nh. Differential effect of protein kinase 
inhibitors on calcium-dependent and calcium-
independent [14C]GaBa release from rat brain 
synaptosomes. Neuroscience. 1998; 85(3): 989-
997.

20. szerb Jc. effect of nipecotic acid, a gamma-
aminobutyric acid transport inhibitor, on the 
turnover and release of gamma-aminobutyric 

acid in rat cortical slices. J Neurochem. 1982; 
39(3): 850-858.

21. Lonart G, Johnson km. Characterization of 
nitric oxide generator-induced hippocampal [3H]
norepinephrine release. ii. The role of calcium, 
reverse norepinephrine transport and cyclic 
3',5'-guanosine monophosphate. J Pharmacol 
exp Ther. 1995; 275(1): 14-22.

22. raiteri L, raiteri m. multiple functions of 
neuronal plasma membrane neurotransmitter 
transporters. Prog neurobiol. 2015 nov;134:1-16. 

23. Falkenburger BH, Barstow kL, mintz im. 
dendrodendritic inhibition through reversal of 
dopamine transport. Science. 2001; 293(5539): 
2465-2470.

24. wu y, wang w, díez-Sampedro a, 
richerson GB. nonvesicular inhibitory 
neurotransmission via reversal of the GaBa 
transporter GaT-1. Neuron. 2007; 56(5): 851-
865.

25. richerson GB, wu y. dynamic equilibrium 
of neurotransmitter transporters: not just for 
reuptake anymore. J Neurophysiol. 2003; 90(3): 
1363-1374.

26. merino JJ, arce C, naddaf a, Bellver-
Landete v, Oset-Gasque mJ, González mP. The 
nitric oxide donor SnaP-induced amino acid 
neurotransmitter release in cortical neurons. 
effects of blockers of voltage-dependent sodium 
and calcium channels. PloS One. 2014; 9(3): 
e90703.

27. nedvetsky Pi, konev Sv, rakovich aa, 
Petrenko sV, Mongin aa. effects of nitric oxide 
donors on Ca2+-dependent [14C]GaBa release 
from brain synaptosomes: the role of SH-groups. 
Biochemistry (Mosc). 2000; 65(9): 1027-1035.

received 26.07.2016

a. S. Tarasenko



90

ISSN 2409-4943. Ukr. Biochem. J., 2016, Vol. 88, N 5

UdC 616.441.-006.6-092.9:615.252

proTein kinase akt acTiviTy in hUman
Thyroid TUmors

B. B. GUDa, V. V. PUSHkaReV, O. V. zHURaVel, a. ye. kOValeNkO,
V. M. PUSHkaReV, y. M. TaRaSCHeNkO, M. D. TRONkO

State Institution V. P. komisarenko Institute of endocrinology and Metabolism,
National academy of Medical Sciences of Ukraine, kyiv; 

e-mail: pushkarev.vm@gmail.com

We studied the expression and activation of the main effector protein kinase of phosphatidylinositol-
3-kinase cascade (PI3k) – akt in conventionally normal tissues, benign and highly differentiated (with and 
without metastases) human thyroid tumors. There was a difference in the akt1 amount in tumor tissue com-
pared with normal tissue in papillary carcinomas and tissue of multinodular goiter. akt expression both in 
tumor and conventionally normal tissues of follicular adenoma was significantly lower than in follicular car-
cinoma. The lowest level of akt expression was observed in tissues of multinodular goiter. Total activity of all 
three isoforms of akt1/2/3 was lower in tumors compared to conventionally normal tissue. Thus, akt activity 
(according to Thr308 phosphorylation) is not associated with proliferative processes in the tumor tissue of 
the thyroid. apoptosis level detected in these tissues was not associated with the protein kinase activity either. 
Possible mechanisms of signaling cascade PI3k/akt inhibition in thyroid tumors are discussed.

k e y  w o r d s: thyroid gland, benign and malignant tumors, signaling cascade PI3k/akt.

P roliferative processes in tumor cells are con-
trolled by two main pathways: Pi3k/akt and 
mitogen-activated protein kinases (maPk). 

The latter actually regulates cell division. Pi3k/akt 
prepares a cell for division.

akt, also known as protein kinase B (PkB), 
belongs to a family that combines protein kinases C, 
camP-dependent and cGmP-dependent kinases. 
The gene encoding akt was identified as a part of 
the genome of the murine leukemia transforming vi-
rus (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog) 
in 1977 and classified as an oncogene. The man's akt 
family includes three evolutionarily conserved iso-
forms: akt1 (including 3 splicing variants), akt2 
and akt3 (2 splicing variants). akt isoforms play 
a key role in various cellular processes including 
apoptosis, growth, proliferation, polarity, migration, 
dna repair, glucose transport, metabolism, skeletal 
muscle and cardiomyocytes contractility, angiogene-
sis and self-renewal of stem cells. dysregulation of 
akt activity is associated with malignant transfor-
mation of cells, cardiovascular disease, type 2 dia-
betes, muscular hypotrophy and neurodegenerative 
diseases [1].

Signaling cascade Pi3k/Pdk/akt is involved 
in the regulation of protein synthesis and cell ener-
gy supply, i.e. in preparation of a cell for mitosis. 
moreover, this signaling cascade inhibits apoptosis, 
promotes the survival of tumor cells and is activated 
in many types of cancer [2]. Furthermore, mutations 
and amplification of individual components of Pi3k/
akt pathway causes malignant transformation of 
cells of different origins, including thyroid [3], while 
inhibiting the cascade with specific inhibitors en-
hances the therapeutic effect of anticancer drugs [4]. 
akt activity is mainly regulated through phospho-
rylation of Thr308 and Ser473 amino acid residues 
by Pdk1 and mTOrC2 kinases, respectively.

a significant increase of proliferating cell nu-
clear antigen (PCna) in thyroid tumors, especially 
in aggressive tumors with metastases, indicating a 
substantial increase of proliferative processes was 
demonstrated previously [5]. The aim of our work 
was to ascertain the expression and activation pecu-
liarities of akt as the phosphatidylinositol-3-kinase 
cascade main effector kinase, and the apoptosis level 
in human thyroid normal tissues, benign and malig-
nant tumors.

doi: https://doi.org/10.15407/ubj88.05.090
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Materials and Methods

The study was conducted on patient’s postope-
rative material obtained in the surgical department 
of the institute. all patients signed informed consent 
before surgery to the use of the postoperative ma-
terial for research. as conventionally normal tissue 
unaltered thyroid tissue was taken, which by mor-
phological criteria did not differ from normal. after 
removal thyroid tissue was immediately placed on 
ice and quickly frozen at -80°C.

To determine akt1 and phospho-akt1/2/3 
(phospho-Thr308) in thyroid homogenates abcam 
(Uk) ELiSa kits ab176658 were used. To determine 
cleaved ParP ELiSa kits ab119690 of the same 
company were used. measurements were performed 
on microplate reader of Bio-tek instruments (USa) 
at a wavelength of 450 nm. The study was performed 
in 3 replications. The number of transformed tissue 
samples was 3 (follicular carcinoma and multinodu-
lar goiter) and 6 (follicular adenoma, encapsulated 
tumor papillary carcinoma and non-encapsulated tu-
mor papillary carcinoma). Tissue was homogenized 
in a retsch TissueLyser ii homogenizer (Germany) 
in a special kit provided buffer that prevents proteins 
degradation and dephosphorylation. Protein concen-
tration in the lysate was determined with a novagen 
(USa) BCa protein assay kit.

The experiments results were presented as 
M ± m; n = 3-6. t-Student test was used to compare 
these data groups.

results and discussion

Table 1 shows that there is a fairly high level 
of akt expression in all studied tissues, both normal 
and tumoral. The content of akt1 in conventional-
ly normal and tumor tissue of follicular carcinoma 
(FTc) and follicular adenoma (Fa) did not differ 
significantly, in contrast to papillary carcinomas 
(PTC) and goiter (mnG), where the level of kinase 
in tumor tissue exceeded the one in conventionally 
normal tissue almost 2 times (Table 1). it should be 
noted that akt expression both in tumor and conven-
tionally normal tissues of Fa was significantly lower 
than in FTC tissues. The lowest level of akt expres-
sion we observed in multinodular goiter (Table 1).

it is known that disruption of the Pi3k/akt 
pathway as a result of Ras, PTeN, PIk3Ca genes 
mutations and amplifications is one of the reasons 
for thyroid papillary carcinoma genesis [3], although 
ReT gene rearrangements and mutations in genes 

T a b l e  1. akt1 expression in different types of thy-
roid tumors

note. in the table and further figures: FTc – follicular 
carcinoma, Fa – follicular adenoma, іPTc – papillary 
carcinoma (encapsulated tumors), nPTC – papillary car-
cinoma (non-encapsulated tumors), mnG – multinodular 
goiter. Od – optical density at 450 nm per mg of protein, 
М ± m; n = 3 (FTc, MnG) and 6 (Fa, іPTc, nPTc); 
* difference between conventionally normal and tumor 
tissues is significant, Р < 0.05 

Conventionally 
normal tissue 

(Od)

Transformed 
tissue (Od)

FTC 0.360 ± 0.042 0.335 ± 0.048
Fa 0.221 ± 0.032 0.182 ± 0.073
iPTC 0.198 ± 0.013 0.327 ± 0.072*
nPTC 0.228 ± 0.004 0.416 ± 0.146*
mnG 0.092 ± 0.006 0.159 ± 0.026*

encoding the protein kinases of maPk cascade are 
more typical of this type of cancer. it is harder to 
explain the lack of difference in the akt1 expression 
in follicular carcinomas compared to the normal tis-
sue, since Pi3k catalytic subunit – PIk3Ca – gene 
activating amplification and mutations are found 
more often in the FTc – 10-15 and 24% of cases, 
respectively [3].

a different picture was observed regarding 
akt1/2/3 activation (Fig. 1). The level of phospho-
akt in conventionally normal tissue of all tumors 
was considerably higher (almost 8.5 times for the 
FTC and more than 18 times for nPTC) than in tu-
mor tissue, and was practically absent in encapsu-
lated papillary carcinomas (Fig. 1). Thus, contrary to 
expectations, the akt activity in papillary and folli-
cular carcinomas and follicular adenomas was either 
absent or substantially suppressed, indicating a lack 
of link between the protein kinase activation by the 
Pi3k/Pdk-1 pathway (phosphorylation of Thr308 
residue) and enhanced proliferative processes in thy-
roid tumors, which we observed in the same samples 
previously [5].

it was established that in tumor tissues akt 
suppresses apoptosis by inhibiting caspase-9, pro-
apoptotic protein Bad, FkHr and FOHO transcrip-
tion factors; affects the activity of cell cycle inhibi-
tors p21, p27, Gsk-3β protein kinase and the state 
of mdm2 – a tumor suppressor p53 regulator – that 
generally causes cell cycle dysregulation and un-

B. B. Guda, V. V. Pushkarev, O. V. zhuravel et al.
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controlled proliferation; activates ikk and nF-κb-
dependent signaling pathway, promoting tumor cell 
survival, angiogenesis and metastasis formation; 
increases tumor growth through mTOr activation 
[2, 6]. Furthermore, excessive akt activation leads 
to tumor resistance to radiation and chemotherapy 
[7, 8]. Therefore, we determined the apoptosis level 
by cleaved ParP larger fragment (89 kda) amount, 
which is characteristic for apoptotic responses. Fig. 2 
shows that the ParP fragment amount in papillary 
carcinomas and goiter doesn’t differ significantly 
from conventionally normal tissue. in follicular car-
cinoma samples cleaved ParP amount is higher, and 
in follicular adenoma samples it is lower compared 
to conventionally normal thyroid tissue.

it was expected that increased akt activity/con-
tent would lead to apoptosis intensity reduction and 
vice versa. However, increased amount of cleaved 
ParP against reduced kinase activity was observed 
only in follicular adenoma tissue (Fig. 2). Thus, akt 
content and activity are not related to the apoptosis 
level in the studied tissues.

The fact of considerable kinase activity inhi-
bition in thyroid carcinomas deserves special atten-
tion. a possible explanation for this are data indi-
cating that akt might participate in the replicative 
senescence of normal and tumor cells [9-12], a phe-
nomenon, that along with apoptosis inhibits tumor 
growth. in addition, akt can stimulate apoptosis [13] 
and inhibit the breast cancer cells migration [14].

Fig. 1. akt1/2/3 activity in different types of thyroid 
tumors in conventional units. Data normalized with 
regard to total akt amount. *Difference between 
conventionally normal and tumor tissues is signifi-
cant, Р < 0.05
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Fig. 2. Cleaved PaRP (89 kDa) amount in different 
types of thyroid tumors. *Difference between con-
ventionally normal and tumor tissues is significant, 
Р < 0.05
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Cell cycle regulator (inhibitor of cyclin-de-
pendent kinases) p21waF1 is phosphorylated only by 
akt1, that negatively regulates the cell cycle and 
proliferation [14]. Thus, under certain conditions 
akt may show anti-proliferative and cancerostatic 
proper ties. This phenomenon was first demonstrated 
regarding maPk and was named oncogene toxicity. 
it was shown that although ras and raf oncogenes 
are often involved in malignant transformation of 
thyroid cells, constitutive activation of this cascade 
in tumor tissues leads to growth arrest and senes-
cence in many cases [15-18]. For example activated 
ras or c-raf-1 cause cell growth arrest by producing 
and secreting autocrine/paracrine factor LiF (leuke-
mia inhibiting factor) in human medullary thyroid 
carcinoma cells [15]. Sustained  activation of raf/
mEk/Erk signaling pathway causes growth arrest, 
accompanied by corresponding cell cycle regula-
tors states changes (prB dephosphorylation, E2F1 
down-regulation and p21waF1 up-regulation), specific 
changes in cells morphology and c-myc or rET ex-
pression in LnCaP, U251, and TT human tumor lines 
(the latter - medullary thyroid carcinoma) [17].

Cancer cells induce special protective mecha-
nisms, such as the heat shock protein mortalin syn-
thesis [19], which inhibits maPk expression and ac-
tivation and thus protects cells from aging, growth 
arrest and apoptosis. Therefore, it is possible that, as 
is the case with maPk [5, 16, 17, 19], thyroid tumor 
cells initiate special defense mechanisms that inhibit 
akt activation and thus protect themselves against 
oncogene toxicity – senescence and cell cycle arrest.
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another question that arises in the analysis of 
the obtained data is how a tumor cell replaces inac-
tive akt – one of the major protein kinases that con-
trol growth, energetics and cell division. The likely 
answer is contained in the works that suggest akt 
replacement by other protein kinases in Pi3k signa-
ling pathway, including Sgk3 (serum/glucocorticoid 
regulated kinase) [20].

There is also the possibility of alternative akt 
activation through Ser473 residue phosphorylation 
of mTOrC2 and dna-Pk protein kinases comple-
xes. However, it is known that such phosphorylation 
stimulates full akt activity and, consequently, sup-
presses apoptosis by inhibiting FoXo proapoptotic 
protein family [21], which we have not observed in 
most thyroid tumors (Fig. 2). in addition, a number 
of protein kinases that are involved in oncogenesis, 
activate akt, phosphorylating other amino acid resi-
dues of the kinase. Thus, ack1 (Tnk2) phosphoryla-
tes Tyr176 residue; src and RTk6 – Tyr215, Tyr315 
and Tyr326; Tbk1 (Tank-binding kinase 1) – 
Thr195, Ser378, Ser473 [22].

Thus, our findings indicate that akt activity 
(by Thr308 phosphorylation) is not associated with 
thyroid tumor tissue proliferative processes. apopto-
sis level, which was determined in the same tissues, 
does not correlate with the protein kinase activity 
either.

активНість прОтЕїНкіНази akt 
у пуХлиНаХ щитОпОдібНОї 
залОзи людиНи

Б. Б. Гуда, В. В. Пушкарьов, О. В. Журавель, 
В. М. Пушкарьов, А. є. Коваленко, 
Ю. М. Таращенко, М. Д. Тронько

Ду «інститут ендокринології та обміну речовин 
ім. в. П. комісаренка наМн україни», київ; 

e-mail: pushkarev.vm@gmail.com

вивчали експресію та активацію головної 
ефекторної протеїнкінази фофатидилінозитол-3-
кіназного каскаду (Pi3k) – акt в нормальних тка-
нинах, доброякісних та високодиференційованих 
злоякісних (із метастазами та без) пухлинах 
щитоподібної залози людини. спостерігали 
відмінності щодо вмісту akt1 у пухлинній 
тканині порівняно з нормальними тканинами в 
папілярних карциномах та у тканині багатовуз-
лового зобу. експресія akt як у пухлинах, так 
і в умовно нормальній тканині фолікулярної 

аденоми була вірогідно нижче, ніж у тка-
нинах фолікулярної карциноми. найнижчий 
рівень експресії akt спостерігали в тканинах 
багатовузлового зобу. сумарна активність всіх 
трьох ізоформ akt1/2/3 була нижчою в пухли-
нах порівняно з нормальною тканиною. таким 
чином, активність akt (за фосфорилуванням 
Thr308) не пов’язана із проліферативними про-
цесами в пухлинній тканині щитоподібної за-
лози. рівень апоптозу, який визначався в цих 
самих тканинах, також не корелює з активністю 
протеїнкінази. Обговорюються можливі 
механізми пригнічення активності сигнального 
каскаду Pi3k/akt у пухлинах щитоподібної за-
лози.

к л ю ч о в і  с л о в а: щитоподібна залоза, 
доброякісні та злоякісні пухлини, сигнальний 
каскад рі3k/akt.

активНОсть прОтЕиНкиНазы 
akt в ОпуХОляХ щитОвидНОй 
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изучали экспрессию и активацию 
главной эффекторной протеинкиназы 
фосфатидилинозитол-3-киназного каскада 
(рі3к) – акt в нормальных тканях, доброкаче-
ственных и высокодифференцированных зло-
качественных (с метастазами и без) опухолях 
щитовидной железы человека. наблюдали раз-
личия в количестве akt1 в опухолевой ткани по 
сравнению с нормальными тканями в папилляр-
ных карциномах и в ткани многоузлового зоба. 
Экспрессия akt как в опухоли, так и в условно 
нормальной ткани фолликулярной аденомы 
была достоверно ниже, чем в тканях фоллику-
лярной карциномы. самый низкий уровень экс-
прессии akt наблюдали в тканях многоузлового 
зоба. суммарная активность всех трех изоформ 
akt1/2/3 была ниже в опухолях по сравнению с 
нормальной тканью. таким образом, активность 
akt (по фосфорилированию Thr308) не связана 
с пролиферативными процессами в опухолевой 
ткани щитовидной железы. уровень апоптоза, 
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который определялся в этих же тканях, также 
не коррелирует с  активностью протеинкиназы. 
Обсуждаются возможные механизмы подавле-
ния активности сигнального каскада рі3k/akt в 
опухолях щитовидной железы.

к л ю ч е в ы е  с л о в а: щитовидная железа, 
доброкачественные и злокачественные опухоли, 
сигнальный каскад рі3k/akt.
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The pseudodeficiency of lysosomal hydrolases described as a significant reduction in enzyme activi ty 
in vitro in clinically healthy individuals, can lead to diagnostic errors in the process of biochemical analysis 
of lysosomal storage disease in case of its combination with pathology of another origin. Pseudodeficiency 
is mostly caused by some non-pathogenic changes in the corresponding gene. These changes lead to the in 
vitro lability of the enzyme molecule, whereas in vivo the enzyme retains its functional activity. To assess the 
prevalence of the most common lysosomal hydrolases pseudodeficiency alleles in Ukraine, we have deter-
mined the frequency of alleles c.1055a>G and c.* 96a>G in the aRSa gene, substitutions c.739C>T (R247W) 
and c.745C>T (R249W) in the HeXa gene, c.1726G>a (G576S) and c.2065G>a (e689k) in the Gaa gene, 
c.937G>T (D313y) in the Gla1 gene and c.898G>a (a300T) in the IDUa gene in a group of 117 healthy 
individuals from different regions of the country and 14 heterozygous carriers of pathogenic mutations in 
the HeXa gene (parents of children with confirmed diagnosis of Tay-Sachs disease). The total frequency of 
haplotypes, associated with arylsulfatase a pseudodeficiency, in healthy people in Ukraine (c.1055G/c.*96G 
and c.1055G/c.*96a haplotypes) was 10.3%. The frequency of c.739C>T (R247W) allele, associated with hexo-
saminidase a pseudodeficiency, among Tay-Sachs carriers from Ukraine was 7.1%. The total frequency of 
α-glucosidase pseudodeficiency haplotypes in healthy individuals in Ukraine (c.1726a/c.2065a and c.1726G/
c.2065a haplotypes) was 2.6%. No person among examined individuals with the substitution c.937G>T 
(D313y) in the Gla1 gene and c.898G>a (a300T) in the IDUa gene was found. The differential diagnostics of 
lysosomal storage diseases requires obligatory determination of the presence of the pseudodeficiency alleles, 
particularly the ones with high incidence in the total population. Ignoring phenomenon of pseudodeficiency 
may lead to serious diagnostic errors. 

k e y  w o r d s: lysosomal hydrolases, pseudodeficiency of the enzyme, allele frequency.

i n most cases, the hereditary deficiency of lyso-
somal hydrolases is associated with the develop-
ment of severe neurodegenerative diseases – 

lysosomal storage disorders [1]. However, some 
individuals remain clinically healthy despite a sig-
nificant decrease in the activity of a certain enzyme, 
determined by standard techniques. This phenome-
non is called “pseudodeficiency” of the enzyme [2]. 
in practice, this situation usually refers not to the ab-
solute deficiency of the enzyme activity but, rather, 
to a decrease to the level which is lower than that for 
heterozygous carriers, thus resulting in impossibili-
ty of distinguishing between such individuals and 
patients with lysosomal storage disorders. The pseu-
dodeficiency phenomenon is described not solely for 
lysosomal hydrolases, however, it is more common 
for this group of enzymes.

it was established that in most cases, the pseu-
dodeficiency of lysosomal hydrolases is caused by 
some polymorphic changes in the corresponding 
gene [2]. Usually, these changes are non-pathoge nic 
and lead to in vitro lability of the enzyme mole cule, 
whereas in vivo the enzyme retains functional activi-
ty. Such changes may be inherited either indepen-
dently, i.e. in the absence of any other changes in 
the corresponding gene, or in the combination with 
pathogenic mutations. in the first case, any person 
in the entire population, regardless of the aggrava-
tion with pathogenic mutations of the corresponding 
gene, may carry the pseudodeficiency allele and ex-
press the decreased enzyme activity at biochemical 
examination [3]. as for the other case, related to the 
combination of inheritance and pathogenic muta-
tions, pseudodeficiency of enzyme activity is mostly 

doi: https://doi.org/10.15407/ubj88.05.096
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manifested in heterozygous carriers of pathogenic 
mutations [4]. Both situations can lead to serious 
errors during biochemical diagnostics of lysosomal 
storage disorders when the enzyme pseudodeficiency 
and pathology of some other genesis are combined. 
Therefore, to avoid false diagnosis, if a decreased 
activity of the corresponding enzyme was deter-
mined in a patient, the biochemical test of lysosomal 
enzymes, for which pseudodeficiency had been es-
tablished, should include the determination of pseu-
dodeficiency alleles. it is also essential to assess the 
pathogenicity of the identified genetic changes at the 
interpretation of the proband’s genetic analysis. 

The most striking feature of the phenomenon of 
lysosomal enzymes pseudodeficiency is rather high 
incidence in the total population. For instance, popu-
lation-based studies in different countries showed 
that 5 to 17% of the aRSa gene variants in the popu-
lation are represented by the variant associated with 
arylsulfatase a pseudodeficiency [5-11]. at the same 
time, other pseudodeficiencies, such as hexasomini-
dase a and b, β-mannosidase or β-galactosidase  
pseudodeficiency, occur quite rarely; at present only 
single cases of such changes have been described 
[12-14]. Therefore, to elaborate the most efficient 
algorithms for laboratory analysis for differential 
diagnostics of lysosomal storage disorders in a spe-
cific population, the frequency of alleles of pseudo-
deficiency of lysosomal hydrolases in this population 
should be taken into consideration.

Our work was aimed at determining the inci-
dences of the most widespread alleles in genes aRSa, 
HeXa, Gaa, GlaI and IDUa, which cause the ar-
ylsulfatase a, β-hexasominidase a, α-galactosidase, 
α-l-iduronidase and α-glucosidase pseudodeficiency 
in the Ukrainian population.

Materials and Methods 

The studies were conducted using blood sam-
ples from 117 unrelated volunteers with no signs of 
lysosomal storage disorders in their clinical history 
from all the regions of Ukraine and 14 heterozygous 
carriers of pathogenic mutations in the HeXa gene 
(parents of children with confirmed diagnosis of 
Tay-Sachs disease). 

all participants gave informed consent for the 
study prior to the procedure of obtaining their blood 
samples.

Genomic dna was isolated from whole 
periphe ral blood with EdTa using neogene com-
mercial sets (Ukraine). The determination of 
c.1049а>G and c.*96 а>G variants of aRSa gene 
was performed by PCr method with subsequent 
rFLP-analysis [8]. The design of primers and the 
conditions of rFLP-analysis are presented in Ta-
ble 1. 

analysis of the products was performed by 
electrophoresis in 8% PaaG followed by staining 
with ethidium bromide solution.

Determination of substitutions c.739c>T 
(R247W) and c.745c>T (R249W) in HeXa gene, 
c.1726G>a (G576s) and c.2065G>a (e689k) in 
Gaa gene, c.937G>T (D313y) in Gla1 gene and 
c.898G>a (a300T) in IDUa gene was performed by 
the allele-specific amplification method. The design 
of primers for allele-specific amplification was de-
veloped by neogene (Ukraine) (Table 2).

analysis of the products was performed by 
electrophoresis in 2% agarose gel followed by 
staining  with ethidium bromide solution.

arlequin 3.5 software was used to assess al-
lele frequencies, their correspondence to the Hardy-
weinberg equilibrium, value of linkage disequilib-

T a b l e  1. Design of primers and conditions of RFlP-analysis of c.1049А>G and c.*96 А>G of aRSa gene 
variants

allele Primers 

annea-
ling 

tempera-
ture

Fragment 
size

restriction 
endonuc-

lease 

Presence of 
a restriction 
site in case 
of genetic 

replacement

c.1049а>G
5′-TTGaTGGcGaacTGaGTGac-3′

58 °C 277 bp Bsri +
5′-caGTGcaGGaGGcacTGaGG-3′

c.*96 а>G
5′-GGTTTGTGccTGaTaacTTa-3′

61 °C 114 bp ddei +
5′-TTccTcaTTcGTaccacaGG-3′

N. V. Olkhovych, N. G. Gorovenko
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rium, and incidences of haplotypes. The significance 
level p = 0.05 was used to assess the statistical sig-
nificance of the differences.

results and discussion

To date, the pseudodeficiency of at least 
eight lysosomal hydrolases: arylsulfatase a, 
β-hexosaminidase а and в, β-hexosaminidase а, 
α-galactosidase, β-galactosidase, α-l-iduronidase, 
α-glucosidase, and β-mannosidase has been estab-
lished (Table 3). 

we studied the incidence of polymorphic alleles 
of genes, associated with the pseudodeficiency of five 
lysosomal enzymes, namely alleles c.1055а>G and 
c.*96а>G in aRSa gene and alleles c.739c>T and 
c.745c>T in HeXa gene, as alleles with the highest 
incidence rate in many populations, as well as alleles 

T a b l e  2. Design of primers for allele-specific amplification

Gene allele Primers Fragment size
HeXa

c.739C
5′-TTcccaGGTGGaaGaaGTcG-3′

228 bp
5′-GaaGGaGGTcaTTGaaTacGcaC-3′

c.739T
5′-TTcccaGGTGGaaGaaGTcG-3′
5′-GaaGGaGGTcaTTGaaTacGcaT-3′

c.745C
5′-TTcccaGGTGGaaGaaGTcG-3′

224 bp
5′-GaGGTcaTTGaaTacGcacGGcTcC-3′

c.745T
5′-TTcccaGGTGGaaGaaGTcG-3′
5′-GaGGTcaTTGaaTacGcacGGcTcT-3′

Gaa
c.1726G

5′-GcaGTGGaGaTGaTTacccaGGTTc-3′

306 bp
5′-GcG aTG GcT TcG GTc aGG cC-3′

c.1726a
5′-GcaGTGGaGaTGaTTacccaGGTTc-3′
5′-GcG aTG GcT TcG GTc aGG cT-3′

c.2065G
5′-TGG ccT cca caG cTT GaT TT-3′

521 bp
5′-ca GGa Gcc GTa caG cTT caG cG-3′

c.2065a
5′-TGG ccT cca caG cTT GaT TT-3′
5′-ca GGa Gcc GTa caG cTT caG ca-3′

Gla1
c.937G

5′-accTGTcTaaGcTGGTacccTT-3′

88 bp
5′-cTcaaGccaaaGcTcTccTTcaGG-3′

c.937T
5′-accTGTcTaaGcTGGTacccTT-3′
5′-cTcaaGccaaaGcTcTccTTcaGT-3′

IDUa
c.898G

5′-TccaTcTccaTccTGGaGcaG-3′

113 bp
5′-caGcccaccaGcGGGTccGC-3′

c.898a
5′-TccaTcTccaTccTGGaGcaG-3′
5′-caGcccaccaGcGGGTccGT-3′

The allele-specific nucleotides are underlined.

c.1726G>a and c.2065G>a in Gaa gene,c.937G>T 
in Gla1 gene and c.898G>a in IDUa gene. The lat-
ter three have been chosen due to their relevance to 
early and accurate diagnostics of the corresponding 
diseases, related to specific enzyme replacement 
therapy.

The alleles of the pseudodeficiency of other  
lysosomal enzymes, such as β-galactosidase, 
β-mannosidase and β-hexosaminidase а and b, were 
not studied in this work.

arylsulfatase a pseudodeficiency. it is known 
that alleles с.1055а>G and с.*96а>G in aRSa gene 
are the most common cause of the arylsulfatase a 
pseudodeficiency in most populations [8]. They have 
been discovered in individuals both with and with-
out pathogenic mutations in this gene. Therefore, 
our assessment of the frequency of these alleles in 
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T a b l e  3. alleles, which are associated with the lysosomal hydrolases pseudodeficiency

Lysosomal enzyme disease, caused by the 
enzymatic deficiency Gene alleles, associated with 

enzyme pseudodeficiency ref.

arylsulfatase a 
(EC 3.1.6.1)

metachromatic 
leukodystrophy

aRSa c.1055а>G (n350s)
c.*96а>G (polya loss)
c.1462c>T (Q488X)* 
c.1150G>a (e384k)*
c.1136c>T (P379l)*
c.511G>a (D171n)*

[3]

[15]
[16]
[17]
[15]

β-hexosaminidase 
а (ec 3.2.1.52)

Tay-Sachs disease HeXa c.739c>T (R247W)
c.745c>T (R249W) 

[4]

α-glucosidase
(EC 3.2.1.20)

Pompe disease Gaa c.1726G>a (G576s)
c.2065G>a (e689k)

[18]

α-galactosidase
(EC 3.2.1.22)

Fabry disease Gla1 c.937G>T (D313y) [19]

β-galactosidase
(EC 3.2.1.23)

Gm1-gangliosidosis GlB1 c.1561T>c (c521R)*
c.1594a>G (s532G)
c.1783a>T (R595W)

[14]

α-l-iduronidase 
(EC 3.2.1.76)

Type i mucopolysaccha-
ridosis (hurler’s syndrome)

IDUa c.898G>a (a300T) [20]

β-mannosidase
(EC 3.2.1.25)

β-mannosidosis MaNBa c.1922G>a (R641h)* [13]

β-hexosaminidase а and b
(EC 3.2.1.52)

sandhoff disease HeXB 18 bp ins (heX PaRis)* [12]

*described single cases

the Ukrainian population included determination of 
the frequency of alleles с.1055а>G and с.*96а>G in 
aRSa gene in 117 healthy individuals from different 
regions of the country. 

The total incidence of alleles was found to be 
5.56% for the substitution of с.1055а>G and 4.7% 
for the substitution of с.*96 а>G. The genotype 
distribution among the investigated individuals cor-
responded to Hardy-weinberg equilibrium for both 
substitutions (P > 0.05). it is known that in the vast 
majority of cases these two alleles are inheri ted to-
gether. a significantly linkage disequilibrium of al-
leles с.1055а>G and с.*96 а>G (r2 = 0.84, P < 0.05) 
was observed in the investigated individuals. The 
total incidence of the haplotype with two substitu-
tions (с.1055G/с.*96G haplotype) was found to be 
9.4%. one person was homozygous for these two 
alleles, and nine patients were heterozygous. The 
isolated substitution с.1055а>G was revealed in two 
heterozygous individuals. no isolated substitution 

a – allele с.*96А>G of aRSa gene (1 – PCR frag-
ment before restriction; 2-4 – PCR fragments after 
treatment with restriction endonuclease Ddel: 2,3 – 
wild type allele, 4 – * allele 96a>G heterozygous); 
B – allele с.1055А>G of aRSa gene (PCR fragments 
after treatment with restriction endonuclease Bsrl: 
1 – allele с.1055А>G heterozygous; 2 – wild type al-
lele)

А                                        В

1    2   3   4 1           2

114 bp
97 bp

17 bp

277 bp
159 bp
118 bp

N. V. Olkhovych, N. G. Gorovenko
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с.*96 а>G was found in any of the cases. Thus, the 
total incidence of haplotypes, associated with the 
ary lsulfatase a pseudodeficiency among the patients 
from ukraine (с.1055G/с.*96G and с.1055G/с.*96а 
haplotypes) was 10.3%. 

Hexosaminidase a pseudodeficiency. Two 
substitutions, associated with hexosaminidase a 
pseudodeficiency, namely с.739c>T (R247W) and 
с.745c>T (R249W), were described for the HeXa 
gene [4]. These substitutions were found in heterozy-
gous carriers of pathogenic mutations in HeXa gene 
in all to date published cases. Therefore, to estimate 
the frequency of these alleles in Ukraine we exami_
ned 117 healthy donors and 14 heterozygous carri-
ers of pathogenic mutations in HeXa gene (parents 
of children with the confirmed Tay-sachs disease) 
for the presence of substitutions с.739c>T (R247W) 
and с.745c>T (R249W) in HeXa gene. no individ-
ual with at least one of the mentioned substitutions 
was found among the healthy volunteers. among 
the carriers of pathogenic mutations in HeXa gene, 
there was one person (the father of a sick child) who 
had substitution с.739c>T (R247W). Thus, the fre-
quency of allele с.739c>T (R247W), associated with 
the hexosaminidase а pseudodeficiency, among the 
carriers of pathogenic mutations in HeXa gene in 
ukraine was determined to be 7.1%. 

acid α-glucosidase pseudodeficiency. at pre-
sent, the acid α-glucosidase pseudodeficiency is as-
sociated with the substitutions c.1726G>a (G576s) 
and c.2065G>a (e689k) in Gaa gene [18]. Similar 
to ary lsulfatase a pseudodeficiency alleles, these 
alleles occur regardless of pathogenic mutations 
in the mentioned gene. Therefore, a group of 117 
healthy volunteers was examined for the presen-
ce of these substitutions. The total incidence of 
alleles, associated with the α-glucosidase pseudo-
deficiency, in our population was 0.43% for the sub-
stitution of с.1726G>a and 1.28% for the substitu-
tion of с.2065G>a. The distribution of genotypes 
among the investigated individuals corresponded 
to Hardy-weinberg equilibrium for both substitu-
tions (P > 0.05). linkage disequilibrium of alleles 
с.1726G>a and с.2065G>a was less pronounced 
than that for the arylsulfatase а pseudodeficiency 
alleles (r2 = 0.33, p = 0). The total frequency of the 
haplotype with two substitutions (1726a/2065a 
haplotype) was 0.9% (Table 3). one person was 
heterozygous for these two alleles. no isolated sub-
stitution с.1726G>a was observed in any of the in-
dividuals, and isolated substitution с.2065G>a was 

found in two individuals, which is consistent with 
published data [21]. Thus, the total frequency of 
haplotypes, which cause the α-glucosidase pseu-
dodeficiency, among the individuals from ukraine 
(1726a/2065a and 1726G/2065a haplotypes) was 
determined to be 2.6%. 

α-Galactosidase and α-iduronidase pseudo-
deficiency. The samples from 117 volunteers were 
investigated for the presence of the substitution 
c.937G>T (D313y) in Gla1 gene (α-galactosidase 
pseudodeficiency) and the substitution c.898G>a 
(a300T) in IDUa gene (α-iduronidase pseudodefi-
ciency). no person with the mentioned substitutions 
was found among the examined individuals. 

arylsulfatase a is a lysosomal enzyme, a 
deficiency of which results in development of me-
tachromatic leukodystrophy (mLd), a severe neu-
rodegenerative disorder [1]. it was shown that the 
functionally active enzyme is produced in the cells 
of individuals with the arylsulfatase a pseudodefi-
ciency, but it differs somewhat structurally from the 
normal one due to the loss of one of three oligosac-
charide residues [3]. in most cases, the arylsulfatase 
a pseudodeficiency allele is a complex of two mu-
tations in aRSa gene – c.1055а>G and c.*96а>G.  
The first one corresponds to the substitution n350s 
and substitutes asparagine for serine, impairing the 
glycosylation site. The second substitution a>G in 
the position *96 impairs the work of polyadenyla-
tion signal. 

analyzing the obtained results on the distri-
bution of the incidence of alleles c.1055а>G and 
c.*96а>G in aRSa gene, it should be noted that the 
isolated substitution c.*96а>G does not practically 
occur in Ukraine, as in other European populations 
(Table 4) [8]. The total incidence of haplotypes asso-
ciated with the arylsulfatase a pseudodeficiency in 
Ukraine is close to incidences, obtained by middle 
European researchers.

The lowest incidence is observed in Finland, 
which is known for its peculiarities of gene inciden-
ces due to the demographic specificity of this count-
ry – a sparseness of first “settlers”, the isolation 
due to low settlement density and geographic loca-
tion. The highest incidence is in Portugal and Great 
Britain , which is close to the incidence of the aryl-
sulfatase a pseudodeficiency allele in america (to-
tal incidence of haplotypes is about 0.2) and on the 
african continents (total incidence of haplotypes is 
0.26–0.33) [8, 22]. This may be related to the great 
navigation history of these countries and the con-
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sequent migration of the population. The similarity 
between the incidences of the arylsulfatase a pseu-
dodeficiency alleles in ukraine, and those in Polish 
and Turkish populations may also be explained by 
the common centuries-long history and the popula-
tion migration. 

The deficiency in hexosaminidase a activity, 
which occurs due to the mutations in HeXa gene, 
usually results in Tay-Sachs disease [1]. However, 
there were described healthy individuals with pro-
nounced deficiency of hexosaminidase a activity in 
vitro [4]. The vast majority of individuals with the 
pseudodeficiency of the mentioned enzyme had one 
of the polymorphic substitutions c.739c>T (R247W) 
or c.745c>T (R249W) in the compound with patho-
genic mutation in HeXa gene. This combination led 
to a considerable decrease in the hexosaminidase a 
activity regarding the 4-methylumbelliferyl-derived 
synthetic substrate (0–25% of the control value), 
whereas the ability of this enzyme to hydrolyze the 
natural substrate was not impaired. The studies of 
the incidence of hexosaminidase a pseudodeficien-
cy alleles demonstrated that about 2% of carriers  of 
pathogenic mutations in HeXa gene among ashke-
nazi Jews and 35% carriers of non-Jewish ethnici-
ty had one of the polymorphic substitutions in the 
compound with the pathogenic mutation [4]. The 
incidence of the hexosaminidase a deficiency al-
lele among the carriers of pathogenic mutations in  
HeXa gene from ukraine was found to be 7.1%. it 
should be noted that all the families with Tay-Sachs 
disease, examined by us, were of Ukrainian ethnici-
ty. Thus, the determined incidence of the hexo-
saminidase a pseudodeficiency allele is related to 
the data for non-Jewish populations. Such high inci-
dence of hexosaminidase a deficiency alleles among 
the carriers of pathogenic mutations in HeXa gene 
of non-Jewish ethnicity may lead to false-positive 
diagnosis of this disease.

The deficiency of lysosomal acid α-glucosidase 
causes intralysosomal accumulation of glycogen, 
primarily in muscle tissues, that results in a severe 
progressive neuromuscular pathology – Pompe 
disea se or type ii glycogenesis [1].

in view of the introduction of enzyme re-
placement therapy of the disease into clinical prac-
tice, there is now urgency for early diagnostics for 
achievement maximized treatment efficiency. one of 
the approaches to early diagnostics of Pompe disea-
se is the conducting of neonatal screening with the 
assessment of the acid α-glucosidase activity in dry 

blood spot [21]. one of the difficulties in interpre-
ting results of such a study is the described phe-
nomenon of acid α-glucosidase pseudodeficiency 
associated with two polymorphic substitutions in 
the Gaa gene – c.1726G>a (G576s) and c.2065G>a 
(E689k) [18]. it was demonstrated that the substi-
tution c.1726 G>a often occurs in the cis-position 
with the substitution c.2065 G>a, and leads to a 
considerable decrease in the acid α-glucosidase ac-
tivity, to practically pathological levels, in healthy 
individuals. in asian population, the incidence of 
the acid α-glucosidase pseudodeficiency allele is 
rather high – 3.3–3.9% of the total population [18]. 
The isolated substitution c.2065G>a occurs with ap-
proximately the same incidence, whereas the isolated 
substitution c.1726G>a was not found in any person. 
The information about the incidence of substitution, 
associated with acid α-glucosidase pseudodeficiency 
in European populations is very limited (Table 5). 
There are only published data on the incidence of 
acid α-glucosidase pseudodeficiency alleles in the 
netherlands, which is very close to our results, in 
contrast to the very high incidence of these alleles 
among the population of Japan and China.

no substitution c.937G>T (D313y) in Gla1 
gene (α-galactosidase pseudodeficiency) or substitu-
tion c.898G>a (a300T) in IDUa gene (α-iduronidase 
pseudodeficiency) were found in any of the tested 
individuals. This indicates that the frequency of 
such mutations in Ukraine is smaller than 0.004, 
however, they may still be found. Therefore, in the 
process of diagnostics of Fabry disease and type i 
mucopolysaccharidosis, it is worth remembering that 
the presen ce of the mentioned mutations in patients 
requires obligatory further study to detect other dis-
ease-causing  mutations. 

Thus, taking into consideration the significant 
clinical polymorphism and genetic heterogeneity of 
lysosomal storage disorders, the differential diag-
nostics of this large group of hereditary diseases 
requires a wide application of different biochemi-
cal and molecular-genetic methods. at present, 
the assessment of the specific enzyme activity is a 
method of choice not only at the stage of confirming 
nosological diagnostics but also for examination of 
family members of the sick person with the purpose 
of medical and genetic consultation. Therefore, the 
results of the enzyme activity assessment should 
obligatorily be interpreted with consideration of the 
data about the presence or absence of the pseudodefi-
ciency allele in the proband. according to our study, 
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10.3% of the ukrainian population is carrier of the 
gene aRSa haplotypes associated with the arylsul-
fatase a pseudodeficiency, 2.6% of the population 
is carrier of acid α-glucosidase pseudodeficiency al-
leles, and 7.1% of the carriers of pathogenic muta-
tions in HeXa gene from Ukraine are carriers of the 
hexosaminidase a pseudodeficiency allele. Given a 
sufficiently high frequency of certain alleles in the 
total population of Ukraine, ignoring this phenome-
non at biochemical analysis can lead to significant 
diagnostic errors. 

визНачЕННя частОти 
алЕлів, пОв’язаНиХ 
із псЕвдОдЕФіцитОм 
лізОсОмНиХ гідрОлаз, сЕрЕд 
НасЕлЕННя україНи
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Псевдодефіцит активності лізосомних 
гідролаз, описаний як істотне зниження 
ензиматичної активності in vitro у клінічно 
здорових осіб, загрожує діагностичними по-
милками за біохімічної діагностики лізосомних 
хвороб накопичення в разі його поєднання з 
патологією іншого генезу. у більшості випадків 
псевдодефіцит обумовлений певними непа-
тогенними змінами у відповідному гені, які 
призводять до лабільності ензиматичної мо-
лекули in vitro, тоді як in vivo ензим зберігає 
функціональну активність. Для оцінки 
поширеності найрозповсюдженіших алелів 
псевдодефіциту лізосомних гідролаз в україні 
нами було визначено частоту алелів с.1055а>G 
і с.*96а>G в гені aRSa, а також замін с.739c>T 
(R247W) та с.745c>T (R249W) в гені HeXa, 
с.1726G>a (G576s) та с.2065G>a (e689k) в гені 
Gaa, с.937G>T (D313y) в гені Gla1 та с.898G>a 
(a300T) у гені IDUa серед 117 здорових осіб із 
різних регіонів країни та 14 гетерозиготних носіїв 
патогенних мутацій в гені HeXa (батьки дітей з 
підтвердженим діагнозом хвороби тея-сакса). 
сумарна частота гаплотипів, які обумовлюють 
псевдодефіцит арилсульфатази а у здорових 
осіб (с.1055G/с.*96G та с.1055G/с.*96а гаплоти-
пи), дорівнювала 10,3%. частота алеля с.739c>T 
(R247W), асоційованого з псевдодефіцитом 
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гексозамінідази а, серед носіїв патогенних 
мутацій в гені HeXa з україни становила 7,1%. 
сумарна частота гаплотипів, які обумовлюють 
псевдодефіцит α-глюкозидази в здорових осіб 
(1726a/2065a та 1726G/2065a гаплотипи), ста-
новила 2,6%. серед обстежених волонтерів, які 
б мали заміни с.937G>T (D313y) у гені Gla1 та 
с.898G>a (a300T) у гені IDUa жодної особи не 
виявлено. 

зроблено висновок, що інтерпретацію 
результатів визначення ензиматичної актив-
ності у разі біохімічної діагностики лізосомних 
хвороб накопичення необхідно проводи-
ти з урахуванням даних про наявність або 
відсутність у пробанда алеля псевдодефіциту. 
Якщо враховувати досить велику частоту дея-
ких алелів у загальній популяції, то ігнорування 
цього явища може призвести до значних 
діагностичних помилок. 

к л ю ч о в і  с л о в а: лізосомні гідролази, 
псевдодефіцит ензиматичної активності, часто-
та алелів.

ОпрЕдЕлЕНиЕ частОты 
аллЕлЕй, связаННыХ 
с псЕвдОдЕФицитОм 
лизОсОмНыХ гидрОлаз, срЕди 
НасЕлЕНия украиНы
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Псевдодефицит активности лизосомных 
гидролаз, описанный как существенное сни-
жение энзиматической активности in vitro у 
кли нически здоровых лиц, грозит диагности-
ческими ошибками в ходе биохимической диаг-
ностики лизосомных болезней накопления 
при его сочетании с патологией иного генеза. 
в большинстве случаев псевдодефицит обу-
словлен определенными непатогенными из-
менениями в соответствующем гене, которые 
приводят к лабильности энзиматической моле-
кулы in vitro, тогда как in vivo энзим сохраня-
ет функцио нальную активность. Для оценки 
распространенности наиболее частых аллелей 
псевдодефицита лизосомных гидролаз в украи-
не определяли частоту аллелей с.1055а> G и 
с.*96а> G в гене aRSa, а также замен с.739c> 

T (R247W) и с.745c> T (R249W) в гене HeXa, 
с.1726G> a (G576s) и с.2065G> a (e689k) в гене 
Gaa, с.937G> T (D313y) в гене Gla1 и с.898G> a 
(a300T) в гене IDUa среди 117 здоровых человек 
из разных регионов и 14 гетерозиготных носи-
телей патогенных мутаций в гене HeXa (роди-
тели детей с подтвержденным диагнозом болез-
ни тея-сакса). суммарная частота гаплотипов, 
которые обусловливают псевдодефицит арил-
сульфатазы а у здоровых лиц (с.1055G/с.*96G 
и с.1055G/с.*96а гаплотипы), составила 10,3%. 
частота аллеля с.739c>T (R247W), ассоцииро-
ванного с псевдодефицитом гексозаминидазы 
а, среди носителей патогенных мутаций в гене 
HeXa из украины составила 7,1%. суммарная 
частота гаплотипов, которые обусловливают 
псевдодефицит α-глюкозидазы у здоровых лиц 
(1726a/2065a и 1726G/2065a гаплотипы), рав-
нялась 2,6%. среди обследованных волонтеров, 
которые имели бы замены с.937G>T (D313y) в 
гене Gla1 и замены с.898G>a (a300T) в гене 
IDUa не найдено ни одного человека.

сделан вывод, что интерпретацию резуль-
татов определения энзиматической активности 
при проведении биохимической диагностики 
лизосомных болезней накопления необходимо 
проводить с учетом данных о наличии или от-
сутствии у пробанда аллеля псевдодефицита. 
если учитывать достаточно большую частоту 
некоторых аллелей в общей популяции, то игно-
рирование этого явления может привести к зна-
чительным диагностическим ошибкам.

к л ю ч е в ы е  с л о в а: лизосомные гидро-
лазы, псевдодефицит энзиматической активно-
сти, частота аллелей.
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measUremenT of meThionine level
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The purpose of this study was to evaluate plasma methionine levels by using liquid chromatography 
electrospray ionization-tandem mass spectroscopy (lC-eSI-MS/MS) in schizophrenic patients. a twelve-
point standard graph was drawn, and the recovery rate, the intra-day and inter-day coefficients of variation 
(CV), the limit of detection (lOD), and the limit of quantification (lOQ) were evaluated. The y and R2 values 
of the standard graph equation were determined as 0.011x + 0.0179 and 0.9989, respectively, and the graph 
remained linear until the 200 µmol/l level. The intra-day coefficients of variation of the samples (n = 10) con-
taining 8, 28, and 58 µmol/l methionine were determined as 2.68, 3.10, and 3.79%, respectively; while their 
inter-day coefficients of variation were determined as 2.98, 3.19, and 3.84%. The lOD and lOQ values were 
determined as 0.04 and 0.1 µmol/l, respectively, while the mean recovery rates were determined as 101.7 and 
99.3%. Plasma methionine values were measured as 21.5 (19.5-24,6) µmol/l for the patient group, 17.8 (16.3-
20.1) µmol/l for the control group, and the difference between the two groups was statistically significant 
(p = 0.03). lC-eSI-MS/MS method represents a fairly sensitive, economic, and rapid analysis that requires 
very little sample and is suitable for measuring methionine levels in schizophrenic patients.

k e y  w o r d s: Methionine, lC-eSI-MS/MS, limit of detection (lOD), limit of quantification (lOQ), schizo-
phrenic patients.

m ethionine is a sulfur-containing amino 
acid that plays a very important role in 
methylation reactions. as protein, lipid, 

and dna metabolisms, neurotransmitter synthesis 
and detoxification processes all involve methylation 
reactions, methionine is of vital importance for nor-
mal cellular functions [1, 2]. methionine has been 
demonstrated to be involved in many disorders such 
as schizophrenia, depression, cardiovascular disea-
ses, and obesity. as any impairment of the homo-
cysteine-methionine cycle will affect serum me-
thionine levels, assessing plasma methionine levels 
is fairly important for understanding their relation-
ships with diseases [3]. nowadays, the correlation 
of methionine with diseases is being investigated, 
especially within the frame of methylation reactions. 

routine measurements of methionine are gene-
rally performed by using high-performance liquid 
chromatography (hPlc), fluorescence polarization 
immunoassay (FPia), enzyme immunoassay (Eia) 
and gas chromatography (GC). However, for rea-
sons such as its ease of preparation and its ability 
to provide results rapidly, the liquid chromatography 
electrospray ionization-tandem mass spectroscopy 
(LC-mS/mS) represents a more suitable method for 
routine assessments. Owing to its high sensitivity 
and reliability, the use of LC-mS/mS is gradually 
increasing in the field of medicine [4]. although the 
most common area of its use is currently the diagno-
sis of metabolic diseases, the LC-mS/mS method is 
increasingly being used for the analysis and assess-
ment of many different compounds such as proteins, 

m e T h o d sm e T h o d s
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lipids, carbohydrates, and dna. mass spectrometers 
are devices whose operating principle is based on 
analyzing charged particles moving through a mag-
netic or electrical field, and by distinguishing them 
from other charged particles according to their mass/
charge (m/z) ratios. in addition, mass spectrometers 
are named according to their source of ionization. in 
this study, we made use of the electrospray ioniza-
tion (ESi) method [5, 6].

Quantitative accuracy in LC-ESi-mS/mS is 
ensured through the addition of a suitable inter-
nal standard (iS) at the beginning of the analytical 
procedure. The addition of a known quantity of iS 
eliminates – both during extraction and analysis – 
all errors associated with substance losses, which 
might occur at any stage. Thus, the use of an iS in 
this method remedies systematic and random errors. 
deuterium-labelled compounds are commonly used 
as an iS. Owing to their structural similarity, deute-
rium-labelled iS have the same chromatographic re-
tention time (rT) as the compound being analyzed. 
in quantitative measurements, the density or area of 
the sample will be proportioned with the density or 
area of is, and the sample’s concentration will be, 
accordingly, determined from calibration curve [7,8].

There is only the limited number of published 
studies in which the LC-ESi-mS/mS method is used 
for the measurement of plasma methionine levels. in 
addition, these studies generally provide different re-
sults due to the differences in their sources of ioniza-
tion, columns, mobile phases, mobile phase speeds, 
and deproteinization solutions [3, 9, 10]. The aim of 
the current study is to evaluate the possibilities of 
нрlc-esi-Ms/Ms method usage for measuring   
plasma methionine levels.

Materials and Methods

Materials and solutions. The materials and 
solutions used in this study included the me-
thionine standard (Fluka FL-64340), the inter-
nal standard L-methionine-d3 (Cambridge iso-
tope Laboratory/dLm-431), LC-mS grade water 
(merck /1.15333.2500), dL-1,4 dithiothreitol (merck/

d9779), LC grade acetonitrile (merck/m1.00030), 
LC grade formic acid (merck/1.00264.1000), TFaa 
(trif louroacetic acid) (merck/8.08260.0100), LC 
grade methanol (merck/1.06008.2500), a waters al-
liance HPLC unit, and waters Symmetry C8 reverse 
phase column (2.1 x 100 mm, 3.5 μm) (Muskegon, 
michigan, USa).

Case selection. Schizophrenia patients and 
healthy controls were included in this study, with the 
aim of evaluating the LC-ESi-mS/mS method with 
regard to the measurement of plasma methionine 
levels. in this context 62 patients aged 18-65 (26 fe-
males and 36 males with a mean age of 33.79 ± 8.23 
years), diagnosed with schizophrenia and schizoaf-
fective disorder according to the dSm-iv diagnosis 
criteria (american Psychiatric association, diagnos-
tic and Statistical manual of mental disorders, iv. 
Edition 1994), and who gave their voluntary consent 
regarding participation, were included in this study, 
along with 57 healthy controls (23 females and 34 
males with a mean age of 33.66 ± 8.67 years). The 
plasma methionine levels of both the schizophrenia 
patients and the healthy controls were then measu-
red. The blood samples were collected into 6 ml k2 
EdTa tubes, taken to a centrifuge within 15 min, 
while being kept in an ice-filled container, and then 
centrifuged at 4000 rpm for 5 min. Following cen-
trifugation, the plasma of these samples were sepa-
rated, transferred into four Eppendorf tubes, and 
then stored at –80 °C for further evaluation.

lC-eSI-MS/MS analysis. Plasma methionine 
levels were measured with an LC-mS/mS device – 
in other words, a liquid chromatography tandem 
mass spectrometry device (Waters alliance hPlc; 
Quattro micro Triple Quadrupole Tandem mass 
spectrometer waters, milford, ma, USa). 

The positive electrospray ionization was used 
as the ionization method. Each analysis/test was 
evaluated under the multiple reaction monitoring 
(mrm) mode. The ions formed following decompo-
sition, as well as their retention time in the column , 
their primary ion, secondary ion, and collision ener-
gy (CE) are provided in Table 1.

Table 1. The retention time, m/z value, and collision energy of the methionine measurements

analytes retention 
time (min) Primary ion [m/z] Secondary 

ion [m/z]
Collision energy 

CE [ev]
methionine 1.35 150 103.8 15 ev
methionine-d3 1.35 153 107.1 15 ev



109

T a b l e  2. Mass spectrometry conditions for the 
measurement of methionine

Conditions specifications
injection volume 4 µl
ionization mode ESi positive
nebulizing gas pressure 55 psi
Capillary voltage 40 v
Type and pressure
of decomposing gas ar, 5.0×10-3 mbar
detector voltage 1600 v

The waters alliance HPLC unit and the waters 
Symmetry C8 reverse phase column (2.1×100 mm, 
3.5 μm) (Muskegon, Michigan, usa) were used for 
the separation process. The mobile phase consisted 
of 30% methanol and 0.1% formic acid, and was 
evaluated at a speed of 250 µl/min. The conditions 
used for mass spectrometry are provided in Table 2.

The first procedure for the determination of 
plasma methionine levels involves reducing me-
thionine molecules bonded to proteins and to each 
other through disulfide bonds by using dithiothrei-
tol (dTT). Following this, protein precipitating re-
actants such as methanol and trifluoroacetic acid 
(TFaa) will be used to remove proteins from the 
medium/environment (11). in this study, we used 
acetonitrile, formic acid, and TFaa as precipitants.

Procedure for preparing solutions. The study 
solutions were prepared in the following concen-
trations: internal standard L-methionine-d3 at 
100 μmol/l; methionine standard at 200 μmol/l; the 
reducing agent DTT at 250 mM; and the precipita-
ting solution of acetonitrile, formic acid, TFaa 
(triflouroacetic acid) at a ratio of 99.875:0.1:0.025 re-
spectively. The mobile phase was prepared by using 
300 ml of methanol, 699 ml of LC-mS grade water, 
and 1 ml of formic acid. The flow rate was adjusted 
as 250 µl/min.

For the preparation of the blind solution, twice 
the volume of acetonitrile was added to a plasma 
pool consisting of 20 plasma samples, and the mix-
ture was centrifuged at 16,000 g for 3 min. The 
supernatant was separated and diluted three times 
with water, and then used as a blind solution. Con-
trol solutions were prepared by diluting the standard 
stock solutions prepared with water with the blind 
solution, such that final concentrations of 25 µmol/l 

and 50 µmol/l of methionine would be obtained. The 
control samples were stored at –40 °C.

Study procedure. Twenty µl of plasma (control 
or standard) and 20 µl of 25 μmol/l internal standard  
(L-methionine-d3) were mixed by vortexing  for 
10 s. Following this, 40 µl of 250 mM DTT was also 
added , and the mixture was vortexed for 30 s and 
then kept at room temperature for 5 min. Finally, 
200 µl of precipitating solution was added, after that 
the mixture was vortexed for 10 s, and then centri-
fuged at 13,000 g for 5 min. To perform readings, 
the obtained supernatant was transferred in aliquots 
of 20 μl into a culture plate with 96 wells, and then 
placed into the device. The plasma, control, and 
standard samples were read and measured using the 
same procedure. 

To test the applicability of the method, the 
serum methionine levels of 62 patients diagnosed 
with schizophrenia and of 57 healthy controls were 
measu red using the LC-mS/mS method. 

Statistical analysis was performed by using 
the mann-whitney U test on the SPSS 18 program. 
P < 0.05 (95% significance level) were considered 
statistically significant.

results and discussion

Methionine standard graph. To plot the 
standard  graph, the 200 μmol/l methionine standard 
solution was first diluted with the blind solution to 
obtain standard samples with cocentrations of 0, 1, 
2, 5, 10, 15, 20, 40, 80, 120, 160, and 200 μmol/l. 
For the evaluation of the matrix effect, all standards, 
except for the blind solution, were prepared by using 
water. measurements were performed by applying 
the procedure described above. Each standard was 
read twice. The methionine content of the samples 
and control solutions were calculated by using this 
standard graph. The standard graph of methionine 
was drawn by plotting the methionine concentra-
tion versus the peak area ratio of the methionine 
standard  to the L-methionine-d3 internal standard . it 
was observed that the graph was linear (R2 = 0.9989) 
(Fig. 1). The linearity of the standard graph prepared 
with water was calculated as y = 0.0123x + 0.038 
(R2 = 0.9998). after the standard graph was plotted, 
the blind solutions were read and evaluated.

no peak was identified during the evaluation of 
the blind solutions for methionine. after the standard  
graph was plotted, the blind solutions were read and 
evaluated (Fig. 2).

an example of a plasma methionine chromato-
gram for a patient is shown in Fig. 3.
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Following this, the control solutions prepared 
at two different doses were measured twice, and 
the mean value of these two measurements was de-
termined for each one of the control solutions. The 
mean values for the 25 and 50 µmol/l controls were 
determined as 25.05 and 49.66 µmol/l, respectively. 
after the controls were evaluated, measurements 
were performed on the samples. The intra-day re-
producibility, inter-day reproducibility and recovery 
for methionine were evaluated. 

a plasma pool was prepared using 20 plasma 
samples. in this approximately 10 ml plasma pool, 

Fig. 2. Chromatogram of blind solution for methionine
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the methionine level was measured as 16.15 μmol/l. 
The plasma pool sample was transferred to 30 Ep-
pendorf tubes in equal aliquots of 10 µl. solu-
tions with methionine concentrations of 0, 40, and 
100 μmol/l were prepared. 

The 30 samples were divided into three sets of 
ten. Following this, 10 µl of water and 10 µl of the 
plasma pool solution were added to the first of the 
three sets; 10 µl of 40 μmol/l solution and 10 µl of 
the plasma pool solution were added to the second 
of the three sets; and 10 µl of 100 μmol/l solution 
and 10 µl of the plasma pool solution were added 
to the third of the three sets. The mixtures were all 
vortexed for ten seconds, and then stored at –20 °C. 

To evaluate yield (recovery), the samples pre-
pared at three different concentrations were con-
secutively measured ten times. Calculated yields 
varied between 94.4-106.9%. The mean yield was 
calculated as 101.7% and 99.3%. in the evaluation 
of intra-day reproducibility, the mean concentra-
tions of the samples measured ten times within the 
same day were 8.07, 28.53, and 57.49 µmol/l. The 
coefficient of variation (cV) was calculated as 2.68, 
3.1, and 3.79%, respectively. To evaluate inter-day 
reproducibility, the samples prepared at three diffe-
rent concentrations were measured on ten different 

Fig. 1. Methionine standard graph
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Fig. 3. Methionine chromatogram of a patient
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T a b l e  3. evaluation of intra-day reproducibility, inter-day reproducibility, and recovery for methionine

number 
of Tests

methionine, 
μmol/l

measured, 
μmol/l recovery intra-day inter-day

n = 10 0 8.01 ± 0.21 cV%: 2.68 cV%: 2.95
n = 10 20 28.36 ± 0.88 101.7% cV%: 3.10 cV%: 3.19
n = 10 50 57.68 ± 2.18 99.3% cV%: 3.79 cV%: 3.84

days, and their means and standard deviations were 
calculated. The mean concentrations of the samples 
were determined as 8.01 ± 0.21, 28.36 ± 0.88, and 
57.68 ± 2.18 µmol/l, respectively, while their cV% 
was determined as 2.95, 3.19, and 3.84%, respective-

ly. The cV% values obtained in the evaluations of 
reproducibility and yield are presented in Table 3.

limit of detection (loD), defined as the mini-
mum concentration of methionine giving a peak area 
three-fold the noise. limit of quantification (loQ), 

S. kulaksizoglu, B. kulaksizoglu, H. y. ellidag et al.



112

ISSN 2409-4943. Ukr. Biochem. J., 2016, Vol. 88, N 5

defined as the lowest concentration of methionine, 
which can be measured in triplicate with a preci-
sion higher than 20% (11). Methionine content was 
measu red ten times in the 0.5 µmol/l sample, and, 
based on the formula LOd = 3 x standard deviation, 
the LOd was calculated as 0.04. Based on the for-
mula LOQ = 10 x standard deviation, the LOQ was 
calculated as 0.1 µmol (9).

The mean plasma methionine level of the 62 
schizophrenia patients and  57 controls were de-
termined as 21.5 (19.5-24.6) μmol/l and 17.8 (16.3-
20.1) μmol/l, respectively. The difference be-
tween the two groups was statistically significant 
(p = 0.03). 

The amino acid methionine is known to be 
involved in many diseases such as schizophrenia, 
depression, cardiovascular diseases, and obesity. 
it is an important mediator in the single-carbon 
metabolism and methylation reactions [2, 3]. The 
measurement of methionine levels is of considerable 
importance for studies attempting to gain an under-
standing of the relationship between methylation 
reactions and diseases. The liquid chromatography 
electrospray ionization-tandem mass spectroscopy 
(LC-ESi-mS/mS) is a fairly sensitive, low-cost and 
reliable measurement method [6]. However, the LC-
mS-mS method is also associated with disadvan-
tages such as the requirement for preparation, and 
experienced/specialized personnel. 

in studies, standards must be prepared in con-
ditions similar to those of the matrix [11]. To inves-
tigate the matrix effect, we compared the calibration 
curves prepared using water and plasma. The equa-
tions of the both curves were very close to one an-
other. The graph equation of the standards prepared 
with water was y = 0.0123x + 0.038 (R2 = 0.9998), 
while the the graph equation of the standards di-
luted with blind solution was y = 0.011x + 0.0179 
(R2 = 0.9989). 

Total homocysteine levels were previously 
evaluated with the LC-ESi-mS/mS method by Persi-
chilli et al. [11] in 2008, and by li et al. [12] in 2008; 
they described no significant differences between the 
calibration curves of samples prepared with water 
and plasma. These observations suggest that the LC-
mS/mS is a fairly sensistive method that is mini-
mally affected by environmental artefacts, owing to 
its ability to separate/distinguish the molecules being 
evaluated as primary and secondary molecules, and 
to perform measurements in the presence of an in-
ternal standard. in measurements where the matrix 

effect is not taken into consideration, the method of 
adding standards to the plasma is employed instead. 
The obtained data indicates recovery. The recove-
ry minimizes the errors that might stem from the 
matrix effect or the standard added to the samples 
[11, 13]. The mean recovery values in our study were 
of 101.7 and 99.3% that was better compared to other  
studies. weaving et al. (2006) reported recovery 
values  of 94.7 and 93.4%, while Gardner et al. (2013) 
reported a recovery value of 97% [9, 10]. 

The first necessary procedure for the determi-
nation of plasma methionine levels is the reduction of 
plasma-bound methionine molecules to free methio-
nine. To achieve this, tris(2-carboxyethyl)phosphine 
(TCEP) and dithiothreitol (dTT) are commonly used 
[14]. it has been previously demonstrated that, com-
pared to dTT, TCEP provides certain advantages 
such as higher peaks, less noise (unnecessary sig-
nals), and greater stability in acidic and basic envi-
ronments. However, dTT is associated with better 
reproducibility of results compared to TCEP [14]. 

hempen et al. (2008) and Raifi et al. (2007) 
used TCEP in their studies assessing homocysteine 
levels [15, 16]. in the current study, we observed ir-
regularities in the chromatograms of samples pre-
pared with dTT and kept at –20 °C for more than 
24 hours. we believe that this was due to the early 
vaporization and oxidation property of dTT. we al-
ways prepared a fresh dTT solution for each test, 
in order to eliminate any problems that might stem 
from vaporization and oxidation during storage. This 
might have contributed to the better intra- and inter-
day reproducibility values obtained in this study. in 
the current study, the intra-day reproducibilities of 
samples with 8, 28, and 58 μmol/l methionine were 
between 2.6 and 3.7%, while the inter-day reproduci-
bilities of these samples were between 2.9 and 3.8%. 
weaving et al., on the other hand, determined that 
the intra-day reproducibilities of samples with 20 
and 50 μmol/l methionine were between 2.96 and 
3.7%, while the intra-day reproducibilities of these 
samples were between 11.1 and 12.7% [9]. as men-
tioned above, the recovery data of our study were 
also comparatively better. These findings indicate 
that our method was more sensitive than those used 
in other studies. in addition, within the context of 
this study, we used 30% methanol and 0.1% formic 
acid in our mobile phase. On the other hand, wea-
ving et al. used 50% acetonitrile and 0.1% formic 
acid, while Gardner et al. used acetonitrile and 0.1% 
acetic acid in their studies [9, 10]. Furthermore, 
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our study also differed in that we used acetonitrile, 
formic acid and TFaa for deproteinization, while 
Gardner et al. used methanol for deproteinization. 
Based on these data, it is possible to state that the 
use of methanol in the mobile phase and the use of 
acetonitrile, formic acid, and TFaa for deproteini-
zation represent preferable choices for obtaining bet-
ter cV% and recovery values.

The retention time refers to the time that passes 
between the sample’s first entry into the column and 
the highest detector response following its exit from 
the column. While every substance has a different 
retention time, the measured substance and its in-
ternal standard retention times’ are similar [14]. The 
retention time is affected by many factors such as 
the mobile phase content, the mobile phase speed, 
the column length, and the diameter of pores cove-
ring the column. in our study, the retention time was 
determined as 1.35 min. On the other hand, Gardner 
et al. determined the retention time of four minutes 
in their study [10], while Calderon-Santiago et al. de-
termined the retention time as 9.2 minutes [3]. The 
retention time of our study was considerably shorter 
than the times observed in these studies. The shorter 
retention times we observed could have been associ-
ated with the use of methanol in the mobile phase, 
and the use of acetonitrile, formic acid, and TFaa at 
a ratio of 99.875:0.1:0.025 for deproteinization. Gard-
ner et al. and Calderon-Santiago et al. describe using 
acetonitrile as the mobile phase, and methanol for 
deproteinization. Shorter retention times are impor-
tant in that they allow a greater number of samples to 
be evaluated within a shorter period of time. Shorter 
analysis periods represent an important criterion for 
measurement methods; in this context, our study 
method permitted the evaluation of 33 samples in 
one hour (including the ten minute pre-preparations), 
while Gardner et al.’s and calderon-santiago et al.’s 
methods permitted the evaluation of eleven and five 
samples an hour, respectively [10, 3]. 

To increase selectivity and the limits of detec-
tion, samples are normally subjected to extraction 
and chromatographic dissociation prior to mS pro-
cedures. Columns used for liquid chromatography 
are important for the pre-preparation procedures of 
LC-mS/mS. These columns are divided into two 
groups as normal phase and reverse phase columns. 
in this study, we made use of an HPLC unit and a 
C8 reverse phase column. reverse phase columns 
present several advantages, such as a slower elution 
rate, the associated slowing of peaks, and the fact 

that smaller changes in the mobile phase result in 
significant changes on the chromatograms [17]. For 
these reasons, the reverse phase column was pre-
ferred for our study. 

Other important parameters of application 
studies  include the LOd and the LOQ, with lower 
values for these parameters indicating higher sen-
sitivity [10, 11]. in the current study, the LOd and 
loQ were determined as 0.04 and 0.1 μmol/l, re-
spectively. in their study investigating plasma me-
thionine levels with the LC-mS/mS method, Gard-
ner et al. identified an loD value of 5 μmol/l [10]. 
weaving et al., on the other hand, determined LOd 
and loQ values of 0.2 and 0.4 μmol/l, respectively, 
in a similar study [9]. The considerably lower LOd 
and LOQ values we obtained in comparison to other 
studies indicated that our method had good sensitivi-
ty. We believe that these differences might have also 
stemmed from the different substances we used in 
the mobile phase and for deproteinization 

in this study, where we evaluated plasma me-
thionine levels using the LC-ESi-mS/mS method, 
the mean plasma methionine levels of 62 schizophre-
nia patients was identified as 21.5 (19.5-24.6), while 
the mean plasma methionine levels of the 57 healthy 
control was identified as 17.8 (16.3-20.1) μmol/l 
(p = 0.03). The increased methionine levels in 
schizo phrenia patients suggest an association be-
tween schizophrenia and methylation reactions [1]. 
Studies have demonstrated a relationship between 
the methylating amino acid methionine and the posi-
tive symptoms of schizophrenia [18]. Further studies 
could also be performed on the correlation between 
plasma methionine levels and other parameters of 
the methylation cycle in schizophrenia patients. 

Studies on the plasma levels of methionine 
and amino acid, closely associated with methylation 
reactions, are of considerable importance. The LC-
ESi-mS/mS method presents various advantages 
over other methods, such as its ability to complete 
analyses within a period as short as two minutes; 
its ability to analyze samples containing mixtures, 
without any derivation stages being necessary; its 
ability to provide highly sensitive and reliable re-
sults when an internal standard is used; its suitabili-
ty for automation; its ability to perform numerous 
tests within a very short period of time; its ability to 
perform tests with very small amounts of sample, as 
little as 20 µl; and its low ratio of false positive and 
false negative results.

Owing to factors such as the use of freshly 
prepared dTT solutions in our study, and the use 
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of methanol and formic acid to prepare the mobile 
phase, the LC-ESi-mS/mS method we employed 
to measure plasma methionine levels was superior 
compared to the methods of other studies in terms 
of better inter-day reproducibility, LOd and LOQ 
values, shorter retention times, and better mean re-
covery. Therefore, our study can serve as a reference 
for the more accurate and exact determination of me-
thionine levels by LC-ESi-mS/mS.
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Метою нашого дослідження була оцінка 
рівня метіоніну в плазмі крові пацієнтів із 
шизофренією з використанням методу тандемної 
мас-спектрометрії і рідинної хроматографії з 
електроспрей-іонізацією (lc-esi-Ms/Ms). роз-
раховано швидкість відновлення, коефіцієнти 
варіації (cV), межу виявлення (loD) і межу 
кількісного визначення (loQ). значення y і R2 
стандартного графічного рівняння становили 
0,011х + 0,0179 і 0,9989 відповідно. Графік зали-
шався лінійним до 200 мкмоль/л. Протягом дня 
cV для зразків (n = 10) із рівнем метіоніну 8, 28 і 58 
мкмоль/л становили 2,68, 3,10 і 3,79%, відповідно; 
а міжденні cV – 2,98, 3,19 і 3,84%. значення loD 
і loQ становили 0,04 і 0,1 мкмоль/л, відповідно; 
середня швидкість відновлення – 101,7 і 99,3%. 
рівень метіоніну в плазмі крові хворих був 21,5 
(19,5-24,6) мкмоль/л, у плазмі крові контрольної 
групи – 17,8 (16,3-20,1) мкмоль/л. різниця значень 
між двома групами була статистично значущою 

(p = 0,03). Проведені дослідження показали, що 
аналіз із використанням lc-esi-Ms/Ms є до-
сить чутливим, економічним, зручним та швид-
ким методом для визначення рівня метіоніну в 
пацієнтів з шизофренією.

к л ю ч о в і  с л о в а: метіонін, метод lc-
esi-Ms/Ms, межа виявлення (loD), межа 
кількісного визначення (loQ), пацієнти із 
шизофренією.

ОпрЕдЕлЕНиЕ урОвНя 
мЕтиОНиНа в плазмЕ крОви 
пациЕНтОв с шизОФрЕНиЕй 
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Цель нашего исследования – оценить уро-
вень метионина в плазме крови пациентов с 
шизофренией с применением метода тандемной 
масс-спектрометрии и жидкостной хроматогра-
фии с электроспрей-ионизацией (lc-esi-Ms/
Ms). рассчитаны скорость восстановления, коэ ф-
фициенты вариации (cV), предел обнаружения 
(loD) и предел количественного определения 
(loQ). значения y и R2 стандартного графиче-
ского уравнения составляли 0,011х + 0,0179 и 
0,9989 соответственно. График оставался линей-
ным до значения 200 мкмоль/л. в течение дня 
cV для образцов (n = 10) с содержанием метио-
нина 8, 28 и 58 мкмоль/л составляли 2,68, 3,10 и 
3,79%, соответственно; а междневные cV – 2,98, 
3,19 и 3,84%. значения loD и loQ составляли 
0,04 и 0,1 мкмоль/л, соответственно; средняя 
скорость восстановления – 101,7 и 99,3%. со-
держание метионина в плазме крови больных 
было 21,5 (19,5-24,6) мкмоль/л, в плазме крови 
контрольной группы – 17,8 (16,3-20,1) мкмоль/л. 
разница значений между двумя группами была 
статистически значимой (p = 0,03). Проведенные 
исследования показали, что анализ с исполь-
зованием lc-esi-Ms/Ms является достаточно 
чувствительным, экономичным, удобным и бы-
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стрым методом определения уровня метионина 
у пациентов с шизофренией.

к л ю ч е в ы е  с л о в а: метионин, метод 
lc-esi-Ms/Ms, предел обнаружения (loD), 
предел количественного определения (loQ), па-
циенты с шизофренией.
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50-річчю наукової і науково-організаційної діяльності
С. В. Комісаренка присвячується

В. М. ДАНиЛОВА, Р. П. ВиНОГРАДОВА, С. Г. ТОРХОВА

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
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М олекулярна імунологія – один із 
найважливіших напрямів сучасної 
біології і прямий «нащадок» 

традиційної імунології – виникла, сформу-
валась і зробила найважливіші відкриття за 
останні 50 років. Це наука інтегральна, оскільки 
використовує досягнення і методи біохімії, 
біофізики, молекулярної біології, генетики, 
інших наук і спрямована на вивчення однієї 
з головних систем організму – імунної, основ-
ним призначенням якої є підтримка антигенної 
стабільності внутрішнього середовища орга-
нізму. імунна система бореться з численними 
захворюваннями в організмі людини і тварин, як 
з інфекційними, так і з новоутвореннями, і ще 
частіше попереджає чи перешкоджає їх виник-
ненню. водночас порушення імунних реакцій 
є причиною багатьох захворювань, і практич-
но кожна хвороба впливає на стан імунітету 
організму, який, у свою чергу, визначає перебіг 
захворювання. 

імунологія в певному сенсі є унікальною 
медико-біологічною наукою, тому що має 
власні високочутливі і високоспецифічні мето-
ди та власні об’єкти дослідження різного рівня 
організації (органи, тканини, клітини та мо-
лекули, що беруть участь у реалізації функцій 
імунної системи) [1].

Поза тим, дослідження в галузі 
фундаментальної імунології є також конче важ-
ливими і для інших біологічних наук, оскільки 

дають унікальну можливість ученим моде-
лювати і вивчати на різних рівнях організації 
(молекулярному, субклітинному, клітинному 
і міжклітинному, а також органному) загальні 
біологічні процеси, пов’язані з диференціацією, 
проліферацією та смертю клітин, з механізмами 
між- і внутрішньоклітинної сигналізації, 
організацією геному в клітині, зрештою вивча-
ти структурну організацію та функціонування 
макромолекул. недарма колишні аксіоми – 
один протеїн кодується одним геном, а потім – 
один поліпептидний ланцюг кодується од-
ним геном – були спростовані саме завдяки 
молекулярній імунології, коли було показано, що 
молекула імуноглобулінів (а також окремо важ-
кий і легкий ланцюг молекули імуноглобулінів) 
кодуються декількома генами.

саме цією найскладнішою, найцікавішою 
та вкрай важливою наукою й зацікавився 
сергій васильович комісаренко, який пер-
шим в україні започаткував науковий напрям 
досліджень – молекулярну імунологію, створив-
ши в інституті біохімії ім. О. в. Палладіна нан 
україни спочатку лабораторію імунохімії, а 
потім – відділ з однойменною назвою. 

восени цього року виповнюється 50 років з 
того часу, коли молодий сергій комісаренко пе-
реступив поріг інституту біохімії ан україни, 
пройшов всі щаблі наукової кар’єри від аспіранта 
до директора інституту і разом із започаткова-
ним ним науковим напрямом досліджень ство-

doi: https://doi.org/10.15407/ubj88.05.116
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рив потужну наукову школу, представники 
якої, в свою чергу, стали відомими вченими як у 
нашій країні, так і за її межами. 

Про наукові і науково-практичні здобутки 
співробітників цього відділу, але трохи ширше 
ніж заявлено у назві, йдеться у представленій 
статті. 

відділ молекулярної імунології бере свій по-
чаток із вересня 1975 р., коли за ініціативою акад. 
М. Ф. Гулого з відділу біосинтезу та біологічних 
властивостей білка на чолі з канд. біол. наук. 
с. в. комісаренком (тепер – акад. нан та наМн 
україни, д-р біол. наук, проф.) було виділено гру-
пу з восьми науковців і допоміжного персоналу, 
яка набула статусу лабораторії імунохімії. у 
1982 р. лабораторію було перетворено у відділ 
молекулярної імунології, керівником якого з 
того часу і дотепер є сергій васильович. 

лабораторія була створена після по-
вернення с. в. комісаренка із наукового 
відрядження до Франції, де він працював у 
1974-1975 роках в лабораторії імуноцитохімії 
відділення молекулярної біології інституту 
Пастера у Парижі під керівництвом про-
фесора с. аврамеаса. слід згадати, що саме 
стратіс аврамеас та Жозе уріель першими 
в світі у 1966 році використали ензим перок-
сидазу для імунохімічного (імуноензимного) 
аналізу. напевне, імунопероксидазний метод 

визначення антигенів для діагностики є зараз 
найпоширенішим у світі.

Як розповідав сергій васильович, він звер-
нув увагу на роботи с. аврамеаса з використан-
ня пероксидази та синтезу імуносорбентів за 
допомогою глутарового альдегіду, які стали кла-
сичними, ще у 1970 році, коли, після закінчення 
аспірантури, він за порадою свого вчителя – 
академіка М. Ф. Гулого – зацікавився імунологією, 
зокрема механізмами синтезу антитіл. Для цьо-
го потрібно було володіти сучасними на той 
час методами імунохімічного аналізу. спроби 
самостійно зв’язувати комерційну пероксида-
зу угорської фірми «реанал» з антигенами чи 
антитілами за опублікованими методами були 
невдалими. Як потім з’ясувалося, ця пероксида-
за була дуже низької якості і не могла бути вико-
ристана без додаткової хроматографічної очист-
ки. саме в цей час до києва, на запрошення ан 
урср, приїхав один з найвідоміших імунологів у 
світі, винахідник імуноелектрофорезу, академік 
Французької медичної академії П’єр (Петро Ми-
колайович) Грабар.  Петро Миколайович був до-
бре знайомий з академіками ан урср р. є. ка-
вецьким та в. П. комісаренком і був вчителем 
с. аврамеаса. у розмові із сергієм комісаренком 
він зацікавився його планами з вивчення синте-
зу імуноглобулінів і сприяв згоді с. аврамеаса 
прийняти с. комісаренка на стажування в його 

В. М. Данилова, Р. П. Виноградова, С. Г. Торхова
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лабораторію. за рік стажування с. в. комісаренко 
повністю опанував імунопероксидазні методи 
виявлення синтезу неспецифічних і антиперок-
сидазних антитіл лімфоцитами та/або плазма-
тичними клітинами, синтезував різноманітні 
імуносорбенти, зокрема на основі кон’югованого 
із сефарозою конканаваліну а, а також прослу-
хав поглиблений курс імунології Пастерівського 
інституту, який викладали найкращі французькі 
та іноземні лектори. знання згаданого курсу та 
лекції з молекулярної біології в колеж де Франс 
дозволили йому оволодіти найсучаснішими 
знаннями з молекулярної та клітинної 
імунології. наприкінці свого перебування в 
інституті Пастера він запропонував своєму 
вчителеві – с. аврамеасу, а потім і директору 
інституту – лауреату нобелівської премії Жаку 
Моно виконати проект із вивчення зв’язку між 
генами, які кодують синтез імуноглобулінів, 
та структурою імуноглобулінів, що мало вка-
зати на походження специфічності антитіл. 
Ж. Моно виявив неабиякий інтерес і запропо-
нував с. комісаренку грант на два роки (з про-
довженням) для виконання проекту спільно 
з професором П’єром вассалі із Женевського 
університету. на жаль, із сімейних обставин 

Колектив відділу молекулярної імунології. Київ, 1982 р. Зліва направо: 1-й ряд: О. М. Буханевич, 
Н. В. Доценко, Н. П. Карлова, М. П. Дмитренко; 2-й ряд: Г. М. Фомовська, М. В. Скок; 
3-й ряд: С. В. Василенко, Н. В. Канівець, М. Г. Журавський, Д. І. Лукінов, С. В. Комісаренко, О. Б. Ткачук, 
Т. В. Горошнікова, Г. Г. Гайворонська

сергій васильович мав повернутися додому і 
проект не був виконаний. але методи, які було 
опановано ним в лабораторії імуноцитохімії 
в Парижі,  надалі було успішно використано в 
інституті біохімії в києві. тільки угорську пе-
роксидазу фірми «реанал» довелось додатково 
чистити іонобмінною хроматографією до RZ не 
менше 3,0. така високоочищена пероксидаза до-
зволила у співробітництві з лабораторією проф. 
к. П. зака з інституту ендокринології і обміну 
речовин МОз урср проводити маркування 
різних популяцій лімфоцитів та передбачувано 
стовбурових клітин [2], а також разом із гру-
пою д-ра біол. наук в. О. Майського (інститут 
фізіології ім. О. О. богомольця ан урср) вивча-
ти ретроградний аксонний транспорт перокси-
дази в нервовій системі [3]. 

але повернемося до початку створен-
ня лабораторії імунохімії. з огляду на те, що 
вивчення структурних генів, які кодують 
структуру імуноглобулінів, у києві було не-
можливим (хоча невдалі спроби були), кілька 
років поспіль головними науковими напря-
мами досліджень лабораторії були: вивчен-
ня механізмів імунотропної і протипухлинної 
дії фосфорорганічних похідних неорганічного 
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пірофосфату та розроблення і використання 
методів імунохімічного аналізу протеїнів для 
подальшого визначення механізмів молекулярно-
го розпізнавання антигенів імунною системою 
організму.

Дослідження імунотропної дії бісфос-
фонатів, що проводилися вченими відділу під 
керівництвом сергія комісаренка, були чи не 
найпершими в світі. Відділ був також серед тих, 
хто першим у СРСР застосував імуноензим-
ний  аналіз, протокову цитофлуориметрію, 
гібридомну технологію одержання монокло-
нальних антитіл та імунохімічний аналіз 
протеїнів. згодом імунохімічні методи 
дослідження стали основою для створення у 
відділі високочутливих та високоспецифічних 
імунодіагностикумів, які конче необхідні 
для медицини, ветеринарії, для розвит-
ку імунобіотехнології та моніторингу стану 
довкілля тощо.

у полі зору науковців відділу було також 
дослідження молекулярних механізмів активації 
лімфоцитів: було встановлено, що активація 
лімфоцитів, яка пов’язана з їх проліферацією, 
залежить від іонів кальцію і супроводжується 
зміною активності ензимів перетворення адено-
зину та його похідних у клітині. 

у відділі було створено низку протипух-
линних імунотоксинів, виявлено негативний 
вплив низьких доз радіації на систему при-
родного імунітету в ліквідаторів аварії на 
Чорнобильській АеС, досліджено імунохімічну 
структуру нейротоксину апаміну, цитохрому с, 
молекул фібриногену та фібрину на різних стадіях 
його полімеризації, дифтерійного токсину і його 
рецептора, мікобактерій, що спричинюють ту-
беркульоз людини і тварин; досліджено також 
роль протеїназоактивованих рецепторів (ПАР) 
та нікотинових ацетилхолінових рецепторів 
лімфоцитів, природу поліреактивних 
імуноглобулінів (ПРІГ) та багато іншого.

але про все по порядку. спочатку зупини-
мось на дослідженні механізмів імунотропної та 
протипухлинної дії фосфорорганічних похідних 
неорганічного пірофосфату.

вивчення механізму біологічної дії фос-
фатних аналогів неорганічного пірофосфату. 
Похідні неорганічного пірофосфату (ррі) – 
фосфонати і бісфосфонати – було вибрано 
для вивчення, виходячи з того, що ррі бере 
участь у великій кількості найважливіших ен-

зиматичних реакцій як продукт або субстрат 
реакції, а також входить до структури багатьох 
метаболітів. зв’язки, що не гідролізуються (р-с 
у фосфонатів або р-с-р у бісфосфонатів), та 
потужні комплексоутворювальні властивості 
фосфонатів дозволяли сподіватись на 
можливість пертурбації метаболічних шляхів 
у клітинах за їх допомогою. Хоча в літературі 
були дані, що бісфосфонати не впливають на 
активність низки ензимів, зокрема на активність 
пірофосфатази, співробітниками відділу було по-
казано, що бісфосфонати – ефективні інгібітори 
неорганічної пірофосфатази і деяких інших 
ензимів, де учасником реакції є неорганічний 
пірофосфат [4].

ученими відділу було досліджено 
біологічну активність, механізм дії та залежність 
активності від структури бісфосфонатів – на 
той час нового класу лікарських препаратів, 
встановлено імуномодуляторну активність 
метиленбісфосфонової кислоти (МбФк). Отже, 
введення МбФк тваринам спричинювало в 
них гальмування як біосинтезу антитіл до 
т-залежних антигенів, так і реакцій клітинної 
імунної відповіді. Гальмувався біосинтез 
антитіл igM-, ige- та, особливо, igG-класу. 
вплив МбФк, що не призводив до змін у 
субпопуляційному складі лімфоцитів, очевид-
но, був зв’язаний з її ефектом на функціональну 
активність т-клітин. інші бісфосфонати, що 
вивчалися (окси- та амінопохідні МбФк), 
не виявляли імуномодуляторної дії, хоча й 
були потужними комплексоутворювальни-
ми речовинами. МбФк та її структурні ана-
логи – оксіетиліденбісфосфонова (ОбФк), 
аміно-МбФк та фосфоноцтова кислоти не були 
цитотоксичними й не гальмували проліферацію 
лімфоцитів у культурі у відповідь на стимуляцію 
мітогенами. МбФк істотно не впливала на син-
тез лімфоцитами певних інтерлейкінів. вона 
не проходила крізь плацентарний бар’єр та не 
справляла ембріотоксичної дії. використовую-
чи 14с-МбФк було виявлено тропізм МбФк 
до лімфоїдних клітин і визначено кінетичні та 
термодинамічні параметри транспортування 
МбФк у клітини. Це дозволило вважати, що 
МбФк потрапляє в лімфоцити кооперативно, 
завдяки градієнту концентрації, за механізмом 
полегшеної дифузії із транспортером. транс-
портування гальмується ррі та ОбФк, але не 
неорганічним фосфатом (рі), і не залежить 
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від інтенсивності синтезу атр у клітині. було 
розраховано та визначено типи структур-
них комплексів, у складі яких бісфосфонати 
містяться в клітині, та проаналізовано ті види 
комплексів з біологічно важливими металами, 
які можуть взаємодіяти з  ензиматичними систе-
мами клітини.

використовуючи сполуки, які відрізняються 
кількістю фосфорильних груп, типом зв’язку 
(р-с, р-О чи р-n) або зарядом та розміром мо-
лекули, було досліджено механізм впливу 
бісфосфонатів та фосфонатів на активність низ-
ки ключових ензимів перетворення ррі або тих 
молекул, до складу яких входить ррі. Дійшли 
висновку, що основою імуномодуляторної дії 
фосфонатів, передусім МбФк, є її тропізм до 
лімфоцитів. Перенесення до лімфоцитів та нако-
пичення в них МбФк призводить до гальмуван-
ня неорганічної пірофосфатази та підвищення 
локальної концентрації ррі, а згодом – до поя-
ви різнолігандних комплексів бісфосфонатів з 
іонами двовалентних металів і з ррі та до зміни 
активності деяких ензимів, зокрема, напри-
клад, Днк-залежної рнк-полімерази іі, ензимів 
метаболізму пуринів тощо.

Результати цих наукових досліджень ста-
ли основою докторської дисертації Сергія Васи-
льовича Комісаренка «Биологическое действие 
бисфосфонатов и регуляция иммунного отве-
та».

слід зазначити, що с. в. комісаренко ніколи 
не уникав (і не уникає й нині) можливості ско-
ристатися результатами своїх фундаментальних 
досліджень з практичною метою. так, на про-
хання інституту м’ясо-молочної промисловості 
він провів імунохімічне дослідження протеїнів 
молока, що було використано під час створення 
сучасних молочних сумішей для годування не-
мовлят. у складі колективу авторів цього вина-
ходу  с. комісаренко у 1979 році був відзначений 
Державною премією урср.

на основі бісфосфонатів у відділі було ство-
рено декілька прототипів медичних препаратів: 
синтезовано поліуретанову композицію, яка 
правила за імобілізований імуномодулятор із 
місцевим протизапальним та імуносупресивним 
ефектом; запропоновано новий протипухлинний 
препарат «Мебіфон», який успішно пройшов 
клінічні випробування, і зараз його випускає 
фірма ват «Фармак» у києві [5–7].

клінічні дослідження показали, що за-
стосування оригінального вітчизняного 
бісфосфонату значно покращує якість жит-
тя хворих онкологічного профілю з мета-
стазами в кістках пухлин різної локалізації, 
зменшує інтенсивність болю і підвищує фізичну 
активність пацієнтів. встановлено лікувальний 
ефект препарату за метастазів у кістках хворих 
на рак молочної та передміхурової залоз. Дове-
дено, що препарат сприяє нормалізації вмісту 
кальцію в сироватці крові хворих із метастазами 
в кістках і зменшенню проявів гемотоксичності 
у разі його включення в схеми хіміотерапії [8]. 
на спосіб лікування хворих із злоякісними пух-
линами молочної залози у 2001 р. одержано па-
тент [9]. 

із використанням імуноглобулінів 
(антитіл) та фосфорорганічних комплексонів 
(амінобісфосфонатів) було синтезова-
но імуновекторні молекули, які зберігали 
комплексоутворювальні властивості бісфос-
фонатів та активність антитіл. такі конструкції 
пропонуються для радіоімунолокалізації 
антигенів, що було перевірено за зв’язування 
імуновекторних молекул із радіоактивними са 
та тс [10, 11]. у наведених дослідженнях брали 
участь д-р біол. наук н. М. Гула, канд. біол. наук 
Г. Г. Гайворонська, М. Г. Журавський, н. П. кар-
лова, і. М. колеснікова, О. П. Пенезіна, Г. М. Фо-
мовська та інші. Препарати фосфонатів було 
синтезовано в інституті органічної хімії нан 
україни за участю канд. хім. наук а. М. бори-
севича, професорів П. с. Пелькіса і М. О. ло-
зинського та в інституті молекулярної біології 
ім. в. О. енгельгардта ан срср за участю 
канд. хім. наук н. б. тарусової та чл.-кор. ан 
срср р. М. Хомутова. синтез поліуретанової 
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композиції проводили у співпраці з групою 
науковців інституту хімії високомолекулярних 
сполук нану під керівництвом д-ра біол. наук 
Г. О. Пхакадзе [12, 13]. 

у відділі було також створено імуновекторні 
молекули – імунотоксини для вибіркового руй-
нування клітин-мішеней. з метою їх створення 
проводили кон’югацію антитіл проти поверхне-
вих антигенів пухлинних клітин (або вторинних 
антиімуноглобулінових антитіл) із цитоток-
сичними антибіотиками – блеоміцетином та 
стрептонегрином, які було синтезовано проф. 
М. н. Преображенською в науково-дослідному 
інституті з дослідження нових антибіотиків 
аМн срср (нині – раМн). ефективність 
специфічних імунотоксинів у культурі виявилась 
у 25 разів вищою за «чистий» токсин.

дослідження імунохімічної структури 
протеїнів і пептидів. водночас у відділі про-
водили дослідження імунохімічної структури 
протеїнів і пептидів, які були першими в срср 
і які почалися з аналізу нейротоксину апаміну – 
одного з компонентів бджолиної отрути, який 
було отримано від а.і. Мірошникова з інституту 
біоорганічної хімії ан срср (нині – академік 
ран, а інститут має назву інститут біоорганічної 
хімії ім. М. М. шемякіна та Ю. а. Овчинникова 
ран). Апамін – це пептид із 18 амінокислот із 
двома дисульфідними зв’язками, молекулярною 
масою 2 038 Да, з амідованою с-кінцевою кар-
боксильною групою гістидину, який безпосе-
редньо діє на центральну нервову систему.

використовуючи радіоактивний апамін 
та його модифіковані похідні в радіоімунному 
аналізі, с. в. комісаренко та с. в. василен-
ко встановили , що імунодомінантний епітоп 
локалізовано навколо 13- та 14-го аргінінів 
апаміну, і він практично збігається з ней-
ротоксинним сайтом молекули. тому 
антиапамінові антитіла можуть бути про-
текторними у разі отруєння апаміном. 
електронно-імуноцитоензиматичним мето-
дом було з’ясовано, що апамін зв’язується 
із сарколемою гладеньких м’язів, а викори-
стання радіоактивного апаміну показало, що 
зв’язування із синаптосомами головного мозку є 
специфічним і оборотним.

імунохімічний аналіз цитохрому с коня 
було проведено М. в. скок та е. М. кавуном з 
використанням пептидів та синтетичного ци-
тохрому с, одержаних в Московському інституті 

тонких хімічних технологій під керівництвом 
чл.-кор. ан срср р. П. євстигнєєвої. було 
ідентифіковано антигенні детермінанти цито-
хрому с, що розпізнаються антитілами кроля, 
та ті, що розпізнаються мишачими антитілами 
різних класів у динаміці імунної відповіді. та-
кож було показано, що іgG-антитіла до цито-
хрому с розпізнають конформаційні антигенні 
детермінанти на всій молекулі та на її довгих 
фрагментах 1–65 і 1–80, тоді як т-клітини 
розпізнають тільки короткі синтетичні пепти-
ди: 1–13, 14–22, 46–56, 57–77 і 92–104. Пептиди 
ефективніше за нативний протеїн стимулю-
вали проліферацію клітин, що свідчило про 
необхідність процесингу цитохрому с для його 
імунного розпізнавання [14]. 

вкрай цікавим, на думку с. в. комісаренка, 
було дослідити чи відбувається зміна 
специфічності антитіл проти цитохрому с у 
динаміці імунної відповіді на цей протеїн, тобто 
чи не починають утворюватися антитіла проти 
інших антигенних детермінант на цитохромі. 
Якщо зміна відбувається, то вона могла бути 
або за рахунок іншого розпізнавання антигену, 
або комплексів антиген–антитіла проти цито-
хрому с антигенпрезентуючими клітинами. на 
жаль, за браком пептидів цитохрому с в ті роки 
цю гіпотезу перевірити не вдалося. 

з огляду на те, що цитохром с виходить 
із мітохондрій за ішемії, логічним було припу-
стити, що він з’являється в кровотоці, зокрема 
за інфаркту міокарда, і може стимулювати ут-
ворення специфічних антитіл, які, в свою чергу, 
впливатимуть на його перебіг. У зв’язку з цим у 
відділі молекулярної імунології було розроблено 
метод визначення цитохрому с і специфічних 
до нього антитіл в крові людей. Метод було 
успішно апробовано в Інституті кардіології 
ім. М. Д. Стражеска для діагностики ускладне-
ного перебігу інфаркту міокарда. На цей метод 
одержано авторське свідоцтво [15].

роботи з аналізу апаміну та цитохрому с 
були першими в срср роботами з імунохімічного 
дослідження протеїнів і пептидів. 

молекулярні механізми активації 
лімфоцитів. ще із середини 1970-х років 
с. в. комісаренко вважав, що з’ясування мо-
лекулярних механізмів активації лімфоцитів 
(сигналінгу в лімфоцитах) є одним із 
найважливіших у молекулярній імунології. 
у зв’язку з цим виникли такі важливі пи-
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тання: якої природи сигнали, що передають-
ся з поверхні імунокомпетентних клітин від 
антигенрозпізнавальних рецепторів або кости-
муляторних рецепторів у клітину? які механізми 
і які молекули беруть участь у подальшій 
передачі сигналу (чи сигналів) усередині клітини 
до її ядра? як активується експресія відповідних 
генів під час активації лімфоцитів, і яким 
чином запускаються альтернативні шляхи 
проліферації або диференціації лімфоцитів? 

справді, на початку 1980-х років природа 
і механізм передачі сигналів від плазматичної 
мембрани імунокомпетентної клітини до її ядра 
були невідомі. самостійно в києві вирішити це 
було неможливо. але в той час, в 1981 р., канд. 
біол. наук с. в. комісаренку трапилась наго-
да стажування у протираковому центрі імені 
слоан-кеттерінга в нью-йорку в лабораторії Дж. 
Хеддена, який разом з р. коффі відомий своїми 
роботами з вивчення ролі сGMP в активації 
лімфоцитів. в цій лабораторії сергій васильо-
вич швидко опанував методи кількісного аналізу 
сGMP і сАМР та складну методику визначен-
ня активності сGMP-залежної протеїнкінази 
в лімфоцитах, а також ознайомився із 
гібридомною технологією, яка вперше була за-
пропонована в 1975 році. крім того, в лабораторії 
збігнева Дарзінкевича він розпочав досліджен-
ня активації лімфоцитів новим на той час ме-
тодом – протоковою цитофлуориметрією. 
Опановані с. в. комісаренком під час стажуван-
ня у сша методи пізніше було впроваджено у 
відділі молекулярної імунології в києві.

Продовження робіт з урахуванням наяв-
них методичних можливостей, в тому числі 
протокової цитофлуориметрії (з 1984 р. у відділі 
був єдиний в срср активно функціонуючий про-
токовий цитофлуориметр), відбулося у відділі 
молекулярної імунології в києві у 1980-ті роки.

так, із застосуванням протокової 
цитофлуориметрії було досліджено параметри 
клітинного циклу в синхронізованих клітинах 
(на моделі мишачої плазмоцитоми МОрс-21), а 
радіоімунним методом виміряно вміст саМр і 
сGMP за різних фаз клітинного циклу. Доведе-
но, що додавання екзогенних дибутирильних 
похідних саМр і сGMP та модуляторів обміну 
саМр (інгібітора фосфодіестерази сАМР й 
активатора аденілатциклази) в середовище 
культивування не спричинює перерозподіл 
лімфоцитів за фазами циклу. Тобто зміна рівня 

циклічних нуклеотидів не є основною регулятор-
ною системою клітинного циклу в лімфоцитах. 
Ці дослідження було проведено в межах 
кандидатської дисертації Д. і. лукінова та за 
участю канд. біол. наук. с. М. тихонової.

Дуже важливі дослідження імунної систе-
ми було проведено у військових – ліквідаторів 
аварії на чорнобильській аес (1986 р.). вико-
ристовуючи найсучасніші методи дослідження, 
вже наприкінці 1986 р., всупереч офіційній в 
ті роки концепції, сергій васильович із коле-
гами вперше довів, що невеликі дози сумарної 
радіації (25 бер) істотно пригнічують систе-
му природного імунітету, зокрема знижують 
кількість та активність природних клітин-
кілерів, які відповідають за протипухлинний 
та противірусний імунітет. з використанням 
протокового цитофлуориметру та монокло-
нальних антитіл проти антигенів диференціації 
лімфоцитів людини було проаналізовано 
кількісний склад популяцій лімфоцитів у 
ліквідаторів, а потім – за допомогою сор-
тувального пристрою – цитофлуориметра – 
певні лімфоцити було виділено в очищеному 
вигляді для подальшої електронної мікроскопії 
в лабораторії професора к. П. зака в інституті 
ендокринології і обміну речовин МОз урср.  
було знайдено суттєві морфологічні зміни у 
природних клітинах-кілерах.

Додатково, щоб відкинути можливий 
вплив стресу, співробітниками відділу на 
базі інституту експериментальної терапії в 
сухумі було проведено дослідження на мав-
пах. Опромінення мавп дозами, розрахованими 
відповідно до аналогічних доз для людей (25 бер, 
або 250 мілізівертів), підтвердили результати 
щодо існування радіаційного імунодефіциту, 
який с. в. комісаренко дуже влучно назвав тоді 
«чорнобильським сніДом». 

Життя підтвердило правомірність та 
своєчасність проведеної роботи, яка стала пер-
шим і об’єктивним дослідженням імунної си-
стеми людей, опромінених під час аварії на 
чаес. результати цих досліджень було врахо-
вано під час роботи ліквідаторів та відселення 
мешканців із забруднених територій у безпечні 
райони країни.

з огляду на існування тяжких 
імунодефіцитних станів в умовах недостатності 
ензимів обміну пуринів (в першу чергу – 
аденозиндезамінази) та пуриннуклеотидів у 
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лімфоцитах і на те, що ці ензими відіграють 
важливу роль у клітинному метаболізмі 
взагалі, сергій васильович створив у відділі 
спеціальну групу і запросив до її керівництва 
досвідченого біохіміка з відділу біохімії 
м’язів – канд. біол. наук миколу петрови-
ча дмитренка. Цією групою (М. П. Дми-
тренко, О. М. буханевич, т. в. Горошнікова), 
а також аспірантом в. Ю. уманським було 
досліджено різні властивості аденілатциклази, 
аденозиндезамінази, 51-нуклеотидази, АМР-
аміногідролази, аденілаткінази в лімфоцитах 
тимуса і селезінки без стимуляції та за впли-
ву поліклональних активаторів. внаслідок цієї 
роботи  у 1988 р. М. П. Дмитренко захистив 
дисертацію «Обмен аденозина и адениннуклео-
тидов и его регуляция в лимфоцитах» на здобут-
тя наукового ступеня д-ра біол. наук. 

впровадження гібридомної техніки одер-
жання моноклональних антитіл. використан-
ня сучасних методів молекулярної і клітин-
ної імунології, протокової  цитофлуориметрії  
дало можливість не тільки проводити 
кількісний аналіз антигенів, локалізувати 
антигени й антитіла на поверхні клітин та 
у внутрішньоклітинних структурах, але 
й виділяти окремі клітини для подальшо-
го їх аналізу та клонування. водночас стало 
зрозумілим, що проведення високоспецифічного 
і точного імунохімічного аналізу є практично 
неможливим без культури клітин і використан-
ня моноклональних антитіл (мкат).

с. в. комісаренко, один із перших в срср, 
увів у дослідження гібридомну технологію для 
одержання моноклональних антитіл. 

Для цього у відділі під керівництвом стар-
шого наукового співробітника, канд. біол. наук 
ірини миколаївни колеснікової було ство-
рено «гібридомну» групу, яка одержала вели-
ку кількість клонів гібридом – продуцентів 
мкат. зокрема, було виділено та проаналізовано 
декілька антитіл з унікальними власти-
востями: проти окремих ланцюгів інсуліну 
людини, пероксидази з хрону, цитохрому с 
коня, нейроспецифічних протеїнів, проти 
унікальної антигенної детермінанти очи-
щеного протеїнового деривату туберкуліну 
мікобактерій великої рогатої худоби, про-
ти різних епітопів молекул плазміногену, 
фібриногену і/або фібрину та їхніх фрагментів 
тощо. 

наведені вище дослідження заклали осно-
ву для імунобіотехнологічних методів зі ство-
рення імунодіагностичних та імунобіологічних 
препаратів.

вже в середині 80-х років ХХ ст. у відділі 
сформувалося декілька груп, які працювали над 
різними об’єктами. 

імунохімічний аналіз протеїнів си-
стеми зсідання крові. Після повернен-
ня із відрядження до Франції  у 1975 р. 
с. в. комісаренко запропонував акад. 
в. О. бєліцеру, який тоді очолював відділ 
структури і функції білка, разом про вести 
імунохімічне дослідження системи фібриноген – 
фібрин. ідея сергія васильовича полягала 
у застосуванні спочатку моноспецифічних, 
а потім і мкат як молекулярних зондів для 
дослідження структури фібрин(оген)у, пошуку 
неоантигенних детермінант, що експонуються 
в процесі перетворення фібриногену на фібрин, 
виявлення невідомих центрів полімеризації 
фібрину та вивчення молекулярних механізмів 
цього процесу. володимир Олександрович дуже 
зацікавився цією роботою, але з організаційних 
причин вона не розпочиналась аж до того часу, 
коли у 1985 р. до відділу молекулярної імунології 
з відділу структури і функції білка не пере-
йшов канд. біол. наук, ст. наук. співр. Едуард 
віталійович луговськой (нині – чл.-кор. нан 
україни, д-р біол. наук, проф.) разом зі своєю 
групою (інж. Г. к. Гоголінська та с. Г. Дерз-
ська), і до виконання цієї теми не долучилася 
«гібридомна» група на чолі з і. М. колесніковою 
(к. Д. ляшко, л. М. литвинова, О. П. костючен-
ко, р. в. ставнійчук).

Об’єднаною групою дослідників було одер-
жано низку мкат до «самостійно» виділених 
фібриногену, фібрину на різних стадіях 
полімеризації та їхніх фрагментів. Ці антитіла 
дозволили виявити нові, раніше невідомі, сайти 
на молекулі фібрину, що беруть участь у його 
полімеризації, та запропонувати певні механізми 
полімеризації фібрину [16–18]. результати цих 
досліджень захищено патентами [19–22]. син-
тез і використання мкат для теоретичних 
досліджень молекулярних механізмів тромбо-
утворення, одночасно дозволило знайти і вико-
ристати ті мкат, що з високою специфічністю 
та афінністю реагували із фібриногеном, роз-
чинним фібрином або димером D фрагмен-
та фібриногену (D–димером), завдяки чому ці 
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антитіла було використано з метою розробки 
імуноензимних тест-систем для визначення 
зазначених молекулярних маркерів у плазмі крові 
людини (захищено патентами [23–25]. 

роботу в цьому напрямі надалі було про-
довжено спільно з відділом структури і функції 
білка, який у 2008 р. очолив е. в. луговськой і 
куди з відділу молекулярної імунології було пе-
реведено «гібридомну» групу і. М. колеснікової. 
Детальніше про цей аспект роботи і його прак-
тичну значущість йшлося в статті [26]. 

слід зазначити, що за дослідження систе-
ми гемостазу людини та створення вітчизняних 
діагностикумів, зокрема за допомогою 
власно одержаних мкат під керівництвом 
с. в. комісаренка і е. в. луговського, в 2015 р. 
групу науковців інституту було відзначено 
державною премією україни в галузі науки і 
техніки. 

дослідження молекулярних механізмів 
активації лімфоцитів було продовжено 
у відділі молекулярної імунології групою 

Тест-система імуноензимна «DIaR-Гемостаз» для одночасного кількісного визначення фібриногену, 
розчинного фібрину та D–димеру в плазмі крові людини
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науковців під керівництвом канд. біол. наук ма-
рини володимирівни скок (нині – член-кор. 
нан україни, проф.). слід зазначити, що на базі 
цієї групи у 2012 р. було створено лабораторію 
імунології клітинних рецепторів, до складу якої 
в різні часи входили: канд. біол. наук л. М. ко-
валь, О. М. калашник, О. Ю. лихмус, Г. л. Герга-
лова, Ю. і. Петрова,  асп. к. р. успенська. 

Головний об’єкт досліджень групи (далі – 
лабораторії) – нікотинові ацетилхолінові ре-
цептори (нАХР), експресовані в центральній 
нервовій системі, в імунних клітинах та на 
внутрішньоклітинних органелах – мітохондріях, 
а також антитіла проти нАХР, як чинни-
ки впливу на наХр за фізіологічних умов і як 
інструмент для дослідження.

Вперше в В-лімфоцитах виявлено 
наявність нАХР. встановлено, що в-лімфоцити 
експресують α7-, α4- та α9-вмісні субтипи 
наХр, які фізично зв’язані з імунними рецеп-
торами в-лімфоцитів. Відповідно сигнальні 
механізми нАХР впливають на виживаність 
попередників В-лімфоцитів у процесі 
диференціювання і на їх активацію в процесі 
розвитку імунної відповіді. При цьому α4-
вмісні наХр підтримують активаційні процеси, 
опосередковані антигенспецифічним рецепто-
ром, а α7-вмісні наХр, навпаки, пригнічують 
активацію, опосередковану костимуляторною 
молекулою сD40. α9-вмісні наХр викону-
ють «резервну» функцію, частково заміщуючи 
α7 наХр за відсутності останнього. α7-вмісні 
наХр входять до складу імунного синапсу, що 
утворюється між т- і в-лімфоцитами в процесі 
активації. блокування α7 наХр антагоністом 
метиллікаконітином (Мла) або десенситизація 
за постійної присутності агоніста призводить до 
посилення активації в-лімфоцитів та імунної 
відповіді. цю роботу було відзначено премією 
ім. і. і. мечникова НаН україни в 2012 році.

найвища кількість α7 і α9 наХр 
спостерігається в в1-лімфоцитах перитонеальної 
порожнини та в2-лімфоцитах крайової зони 
селезінки миші, що свідчить про еволюційно 
древнє походження холінергічної регуляції 
гуморальної ланки імунітету. крім того, було 
показано, що α7 наХр відіграють важливу роль 
у діяльності регуляторних в-лімфоцитів (вreg), 
які складають супресорну гілку гуморальної 
імунної відповіді, продукуючи протизапальний  
інтерлейкін-10 (іл-10).

виявлено, що механізм функціонування 
α7 наХр у в-лімфоцитах, на відміну від тако-
го в збудливих клітинах, не потребує відкриття 
іонного каналу самого наХр, а опосередко-
ваний конформаційними змінами в молекулі 
рецептора, які відбуваються за зв’язування 
специфічних лігандів. зв’язування як агоністів, 
так і антагоністів α7 наХр запускає низку 
внутрішньоклітинних подій, які опосередкова-
но впливають на відкриття депокерованих са2+-
каналів сRac, що призводить до підвищення 
концентрації внутрішньоклітинного са2+. 
антитіла проти α7 наХр стимулюють 
проліферацію в-лімфоцитів миші незалежно 
від зв’язування cD40, що також свідчить про 
наявність сигнальних механізмів наХр, не опо-
середкованих його іонним каналом. Таким чи-
ном, у В-лімфоцитах α7 нАХР функціонують 
як метаботропні рецептори, впливаючи на 
активацію інших рецепторів і каналів [27].

Дані, одержані в лабораторії, також 
відкрили новий холінергічний механізм 
регуляції мітохондріального шляху індукції 
апоптозу. Функцією наХр мітохондрій є кон-
троль за утворенням мітохондріальної пори 
перехідної провідності, яка є джерелом про-
апоптичних факторів і активних форм кис-
ню, що вивільнюються в цитозоль. Показа-
но, що активація наХр мітохондрій запобігає 
відкриттю пори і вивільненню цитохрому с.

Подібно до наХр в-лімфоцитів, механізм 
впливу наХр на відкриття мітохондріальної 
пори не потребує участі його іонного кана-
лу і може бути індукований зв’язуванням 
специфічних агоністів, антагоністів, алостерич-
них модуляторів і антитіл.

Останнім часом дослідження співробітників 
лабораторії спрямовано на визначення похо-
дження мітохондріальних наХр та сигналів для 
їх доставки в мембрану мітохондрій. Попередні 
результати дозволяють припустити, що α7 наХр 
мітохондрій є продуктом того самого гена, що і 
наХр, експресований на плазматичній мембрані. 
Мітохондріальний α7 наХр, подібно до 
відповідного рецептора плазматичної мембрани, 
містить залишки сіалової кислоти, тобто прохо-
дить традиційний шлях посттрансляційного 
глікозилування в комплексі Гольджі, однак 
відрізняється від мембранного наХр за вмістом 
сіалових кислот, фукози і галактози. Таким чи-
ном, сигналом, що спрямовує рецептор на мем-
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брану або в мітохондрії, можуть бути глікани, 
приєднані до поліпептидного ланцюга [28].

в лабораторії досліджується також роль 
антитіл проти α7-субтипу нАХР у розвит-
ку нейрозапалення та нейродегенеративних 
патологій, подібних до хвороби Альцгеймера.

відомо, що α7 наХр опосередковують про-
тизапальний ефект ацетилхоліну в клітинах 
моноцитарно-макрофагального походження. в 
лабораторії імунології клітинних рецепторів 
виявлено, що хронічне запалення, спричи-
нене регулярними ін’єкціями бактерійного 
ліпополісахариду (лПс) впродовж 5 місяців, 
призводило до зниження щільності α7 наХр 
в мозку, накопичення патологічної форми 
β-амілоїду(1-42) та погіршення епізодичної 
пам’яті мишей – симптомів, характерних для 
ранньої форми хвороби альцгеймера. Подібні 
симптоми спостерігались внаслідок імунізації 
мишей позаклітинним доменом α7(1-208) наХр, 
що призводило до присутності в крові антитіл 
проти α7 наХр. Мітохондрії мозку обох груп 
мишей також містили знижену порівняно з кон-
трольними мишами кількість α7 наХр, нако-
пичували β-амілоїд (1-42) і були чутливішими 
до апоптогенної дії са2+ і менш чутливими до 
нормалізуючої дії агоніста α7 наХр. в обох 
випадках у мозку мишей спостерігали астро-
цитоз і підвищений рівень прозапального іл-6. 
Дійшли висновку про те, що антитіла проти 
позаклітинних епітопів α7 наХр спричинюють 
в мозку запалення, яке є достатнім для розвитку 
нейродегенеративних симптомів хвороби альц-
геймера. у людей із хворобою альцгеймера 
(рання форма) було виявлено підвищений рівень 
автоантитіл проти α7 наХр [29]. 

у подальшому було показано, що навіть 
короткостроковий вплив лПс протягом 
трьох днів призводив до зниження експресії 
α7 наХр на рівні рнк і протеїну в усіх 
досліджених відділах мозку (фронтальній корі, 
гіпокампі, стріатумі та мозочку). При цьому 
в мозку знижувалась експресія та активність 
ацетилхолінестерази (аХе) і підвищувався 
вміст мікрорнк 132 і 212. таким чином, про-
тизапальний ефект ацетилхоліну (якому сприя-
ло зниження активності аХе) нівелювався 
зниженням експресії α7 наХр. антитіла про-
ти позаклітинної частини α7 наХр, введені 
внутрішньовенно на фоні попередньої ін’єкції 
лПс, проникали до паренхіми мозку, вже почи-

наючи з 15 хв після введення, і накопичувались 
в усіх його відділах, зв’язуючись з α7-вмісними 
клітинами та нервовими волокнами. введен-
ня антитіл не призводило до подальших змін 
α7 наХр та аХе на фоні лПс, але запобігало 
підвищенню вмісту мікрорнк 132 і, особли-
во 212, які також є частиною протизапальних 
механізмів. Отже, α7 наХр-специфічні антитіла 
сприяли розвитку запалення на епігенетичному 
рівні. 

Одержані в лабораторії результати 
свідчать про ключову роль запалення та про 
важливу патогенетичну роль антитіл проти α7 
нАХР в розвитку хвороби Альцгеймера. 

від початку 1999 р. у відділі молекуляр-
ної імунології активно працює група молодих 
учених під керівництвом канд. біол. наук де-
ниса володимировича колиби (тепер – д-р 
біол. наук), на основі якої у 2012 р. створено 
лабораторію імунобіології, до складу якої вхо-
дили або входять тепер зав. лаб., д-р біол. наук 
Д. в. колибо, канд. біол. наук: с. і. романюк, 
а. а. кабернюк, а. Ю. лабинцев, н. в. корот-
кевич, О. с. Олійник, т.а. редчук, к. О. Пали-
вода, аспіранти: к. Ю. Манойлов, О. і. криніна, 
т. О. чудіна, а. а. сіромолот.

наукові дослідження цього колективу від 
початку було спрямовано, по-перше, на клонуван-
ня в клітинах escherichia coli генів діагностично 
значущих протеїнів збудників інфекційних хво-
роб (насамперед, туберкульозу і дифтерії), а, 
по-друге, – на одержання рекомбінантних одно-
ланцюгових варіабельних фрагментів антитіл 
(ScFv-антитіл) методом фагового дисплея та на 
вивчення їхніх властивостей і можливостей ви-
користання як компонентів діагностикумів. 

у подальшому дослідження лабораторії 
було спрямовано на з’ясування молекулярних 
механізмів функціонування дифтерійного ток-
сину та його рецептора hb-eGF, а також на роз-
робку нових імунобіотехнологічних продуктів. 

Дифтерійний токсин (Дт) є основним 
фактором патогенності збудника дифтерії 
Corynebacterium diphtheriaе. він є унікальним 
бактеріальним протеїном, який вибірково 
знищує певні клітинні популяції завдяки 
чіткій функціональній спеціалізації доменів, 
що дозволяє використовувати цей токсин в 
протеїновій інженерії для конструювання 
рекомбінантних похідних з певними заданими 
властивостями. завдяки невеликим розмірам ця 
молекула становить значний інтерес для ство-
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рення штучних протеїнових молекул із транс-
портною функцією, наприклад, імунотоксинів. 

у лабораторії імунобіології розробле-
но низку нетоксичних рекомбінантних флуо-
ресцентних похідних Дт, які можуть бути 
застосовані: для дослідження рецепторопо-
середкованого зв’язування і транспортуван-
ня токсину в клітинах; для визначення рівня 
експресії на клітинах рецептора Дт – prohb-
eGF; для імунізації та одержання антитіл про-
ти різних частин токсину, а також для розробки 
діагностичних тест-систем з метою виявлення 
дифтерійного токсину та антитоксичних антитіл.

Дт складається із двох субодиниць – а і 
в. субодиниця в забезпечує взаємодію з ре-
цептором на поверхні клітини і транслокацію 
субодиниці а токсину з ендосоми в цито-
золь чутливих клітин. Функціональні аналоги 
субодиниці В із флуоресцентною міткою є пер-
спективними інструментами для вивчення зга-
даних вище процесів. у лабораторії було одер-
жано флуоресцентні аналоги субодиниці в та 
підтверджено специфіку їх взаємодії з чутливи-
ми до дії Дт клітинами мавпи лінії Vero.

було запропоновано використовува-
ти флуоресцентні похідні субодиниці в як 
інструмент для ідентифікації рецептора prohb-
eGF на поверхні клітин, а також для вивчення 
взаємодії і проникнення Дт в клітину [30].

субодиниця в не виявляє каталітичної 
активності. саме тому вона є нетоксичною 

по відношенню до нормальних клітин. Про-
те, оскільки субодиниця в може блокувати 
мітогенну активність розчинної форми факто-
ра росту – shb-eGF, вона може розглядатися як 
потенційний протипухлинний препарат. 

Одним із важливих завдань співробітників 
лабораторії є розробка нових методів in vitro 
для оцінки кількості токсиннейтралізуючих 
поліклональних і мкат, що дозволило б уник-
нути використання активного Дт і токсинчутли-
вих лабораторних тварин. так, було запропоно-
вано новий метод для виявлення протективних 
антитіл у сироватці крові, який є різновидом 
тесту тові (Toxin Binding Inhibition Test – галь-
мування зв’язування токсину), який заснований 
на здатності антитоксичних антитіл інгібувати 
зв’язування флуоресцентної в-субодиниці ток-
сину із клітинами лінії Vero. Новий, запропонова-
ний в лабораторії, підхід для оцінки антитоксич-
них антитіл є більш етичним та безпечнішим, і 
може успішно замінити традиційні методи те-
стування на тваринах.

активна імунізація людей анатоксином 
широко використовується для профілактики 
дифтерії, а пасивна імунізація гіперімунною 
антитоксичною кінською сироваткою – для 
лікування дифтерії. Проте дифтерійний ана-
токсин і кінська антитоксична сироватка 
мають низку серйозних недоліків. тому по-
шук нових антигенів й антитіл, які можуть 
ефективно захистити від Дт, є актуальним за-

Співробітники лабораторії імунобіології. Київ, 2015 р. Зліва направо: мол. наук. співр. А. Ю. Лабинцев, 
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вданням імунобіології в боротьбі з дифтерією. 
Порівнюючи токсиннейтралізуючі властивості 
антитіл, що з’являються після імунізації лабо-
раторних тварин рекомбінантними субодини-
цями А і В ДТ, співробітники лабораторії проде-
монстрували здатність субодиниці В виробляти 
токсиннейтралізуючі антитіла в лабораторних 
тварин (кролів і мурчаків), що було підтверджено 
з використанням внутрішньошкірного і ТоВІ-
тестів, розроблених для цієї мети. 

Одержані результати свідчать, що 
рекомбінантна в-субодиниця Дт здат-
на замінити використання анатоксину для 
профілактики дифтерії і може бути успішно 
використана для індукції захисної імунної 
відповіді проти дифтерії [31]. 

Дослідження різних штамів e. coli – 
продуцентів рекомбінантних субодиниць ДТ 
Corynebacterium diphteriaе завершились одер-
жанням патентів [32–35],  які використано під 
час розробки імуноензимної тест-системи 
для контролю протидифтерійного імунітету 
в популяції. 

Ця система може бути застосована для 
оцінки рівня антитоксичного імунітету у хво-
рих під час перебігу інфекції, а також для вдо-
сконалення диференційної діагностики дифтерії 
та моніторингу стану захищеності населен-
ня від дифтерії. Розроблена тест-система 
дає можливість визначити вміст антитіл до 
кожної із субодиниць ДТ окремо, що має більш 
діагностичне значення, аніж дані про вміст 
антитіл до усієї молекули токсину. Рівень 
антитіл до В-субодиниці токсину характеризує 
протективний імунітет, а наявність антитіл 
до субодиниці А свідчить про можливий кон-
такт зі збудником (носійство або хвороба). 
Одержані штами е. coli k 12 ”inv” sba i sbB  – 
продуценти неактивних субодиниць А і В ДТ – 
дають можливість одержати діагностично 
важливі антигенні субстанції з мінімальними 
втратами часу, ресурсів і високим виходом 
цільового продукту.

адаптування імуноензимних тест-систем 
для виявлення Дт і антитоксичних антитіл із 
протективними властивостями до умов мас-
штабного виробництва проводили разом зі 
співробітниками акціонерного товариства «нау-
ково-виробнича компанія «Діапроф – Мед» 
(київ) шляхом реалізації покращення основ-
них якісних характеристик тест-систем, а саме: 

чутливості (здатності виявляти перевищення 
концентрації досліджуваного маркера в зраз-
ках плазми крові) і специфічності (здатності 
уникати хибнопозитивних результатів під час 
дослідження зразків плазми крові).

в лабораторії імунобіології відділу 
молекулярної імунології для розробки 
імунобіотехнологічних реагентів нового 
покоління останні 12 років широко викори-
стовуються технології фагового дисплея. так, 
наївну мишачу бібліотеку одноланцюгових 
варіабельних фрагментів антитіл (scFv) було 
використано для виділення scFv антитіл, що 
розпізнають Дт. співробітниками лабораторії 
(канд. біол. наук О. с. Олійник) було ство-
рено імунну бібліотеку мишачих генів 
імуноглобулінів та після одного циклу відбору 
методом фагового дисплея з неї виділено 
декілька клонів scFv антитіл, що розпізнають 
Дт. крім того, було створено наївну бібліотеку 
генів імуноглобуліну людини, яка дозволи-
ла одержати людські scFv антитіла до Дт. та-
кож одержано scFv антитіла до hb-eGF, які у 
подальшому було застосовано для створення 
імуноліпосом спрямованої доставки лікарських 
речовин в пухлини, що надекспресують онко-
маркер prohb-eGF. 

Гепаринзв’язувальний фактор росту – 
hb-eGF – належить до родини епідермальних 
ростових факторів, який синтезується як мем-
брано-заякорений посередник prohb-eGF, 
а завдяки дії позаклітинних протеїназ може 
переходити в розчинну форму фактора – shb-
eGF. важливою особливістю hb-eGF є його 
здатність виступати в ролі високоспецифічного 
рецептора до Дт, який забезпечує проникнен-
ня токсину всередину клітини та реалізацію 
його цитотоксичної дії. тому рекомбінантні 
аналоги цього фактора росту можуть бути пер-
спективним біотехнологічним продуктом під 
час створення новітніх імуноензимних тест-
систем для виявлення вмісту протективних 
протидифтерійних антитіл та/або наявності мо-
лекул активного Дт в біологічних рідинах.

тому останнім часом співробітниками 
лабораторії (Д. в. колибо, с. і. романюк, н. в. ко-
роткевич, а. Ю. лабинцев) було розроблено про-
тотипи імуноензимних тест-систем для визна-
чення вмісту протективних протидифтерійних 
антитіл і молекул токсину в біологічних рідинах 
на основі рекомбінантного аналога shb-eGF лю-
дини [36–38]. 
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з метою оцінки імуногенних власти-
востей частинок полі(лактид-ко-гліколіду) 
(PlGa), покритих целобіозою як носіїв анти-
гену для пероральної імунізації, синтезова-
но два типи частинок , які містили нетоксичну 
рекомбінантну субодиницю в Дт. збільшення 
концентрації антитоксичних антитіл у крові 
було виявлено вже після першої імунізації. ре-
зультати досліджень показали, що PlGa можна 
розглядати як потужні компоненти пероральних 
вакцин [39].

кожному зрозуміла загроза захворювання 
на туберкульоз людей і тварин. з огляду на те, що 
збудник туберкульозу людини Mycobacterium 
tuberculosis може заражати велику рогату ху-
добу, а збудник туберкульозу великої рогатої ху-
доби – M. bovis може передаватися від тварин 
людям і спричинювати в них туберкульоз (особ-
ливо за імунодефіцитного стану), у 1988 році 
керівництво ветеринарної служби урср звер-
нулося до с. в. комісаренка з проханням роз-
робити сучасний, чутливий і специфічний ме-
тод виявлення носійства мікобактерій у великої 
рогатої худоби. з цією метою с. в. комісаренко 
запросив до відділу кандидатів біол. наук 
с. П. бобровника та к. П. лященка. Цій групі 
вдалося очистити певні антигени мікобактерій і 
порівняти їх у М. bovis та M. tuberculosis, а та-
кож у співпраці з гібридомною групою відділу 
одержати низку відповідних моноклональних 
антитіл. на жаль, на початку 1990-х ця робота 
зупинилась – с. в. комісаренко поїхав до лондо-
на Послом україни у великобританії, с. П. бо-
бровник поїхав до Португалії, а к. П. лящен-
ко – до сша продовжувати наукову роботу за 
іншою тематикою [40]. 

робота над вивченням збудника туберкульо-
зу продовжилася вже наприкінці 1990-х. Особ-
ливо важливими ці дослідження стали у світлі 
загрозливої епідеміологічної ситуації в україні 
на туберкульоз людини і тварин. Тому вивчення 
імунобіологічних властивостей діагностично 
важливих антигенів M. tuberculosis та M. bovis 
з метою використання їх для діагностики ту-
беркульозу було вкрай актуальним. вивчення 
продовжилося вже під керівництвом Д. в. коли-
би. так, в лабораторії імунобіології було вперше 
одержано рекомбінантні аналоги антигенів цієї 
бактерії Мрт63, Мрт83, химерного протеїну 
Мрт63-Мрт83 і розроблено підходи до 
діагностики туберкульозу з їх використанням. 

виявилось, що протеїни Мрт63 і Мрт83, які 
є спільними для M. tuberculosis та M. bovis, є пер-
спективними в розвитку імунодіагностикумів і 
вакцин через їхню високу імуногенність. вміст 
антитіл до туберкуліну PPD і до антигенів 
Мрт63 і Мрт83 було визначено в експери-
ментальному стаді корів (94 дорослі тварини). 
Одержані результати підтверджують, що непря-
мий імуноензимний аналіз із рекомбінантними 
протеїнами Мрт63 і Мрт83 може бути використа-
ний під час розробки тест-систем для виявлення 
інфікування туберкульозом корів одночасно із 
вже звичним туберкуліном PPD. Для підвищення 
антигенних та імуногенних властивостей цих 
протеїнів, фрагменти генів Мрт63 і Мрт83 були 
злиті, при цьому антигенні властивості одержа-
ного рекомбінантного протеїну були співставні 
з вихідними аналогами. анти-Мрт83 і анти-
Мрт63 сироватки розпізнавали злитий протеїн 
Мрт63-Мрт83, а, отже, він зберігає антигенні 
властивості батьківських протеїнів [41, 42]. за 
цими матеріалами т. а. редчук у 2011 р. захи-
стив кандидатську дисертацію.

на основі одержаних даних в лабораторії 
розроблено діагностичну тест-систему проти 
туберкульозу великої рогатої худоби, яку вже 
зареєстровано в україні. запропонована тест-
система для виявлення антитіл до збудження 
туберкульозу, спричиненого M. bovis у великої 
рогатої худоби необхідна для своєчасного вияв-
лення інфікованих тварин на рівні стада тварин, 
тварин із латентним перебігом туберкульозу, а 
також тварин, алергічних до туберкуліну, який 
є прихованим джерелом збудника хвороби, що 
важливо під час проведення оздоровчих заходів 
та для контролю епізоотичної ситуації. розробка 
захищена патентом україни [43].

Імуноензимна тест-система для контролю 
протидифтерійного імунітету в популяції 

В. М. Данилова, Р. П. Виноградова, С. Г. Торхова
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Тест-систему для виявлення антитіл до 
M. bovis «IB-Chem anti–Mycobacterium bovis» 
зареєстровано в Державній ветеринарній і 
фітосанітарній службі України (ТУ У 21.2-
05417288-001: 2014). Потенційний виробник – 
ТОВ «Науково-дослідне підприємство «Ветери-
нарна медицина», Україна, м. Харків. 

врешті-решт, слід наголосити на тому, 
що одержані співробітниками лабораторії 
імунобіології результати є важливиим ета-
пом впровадження сучасних методів 
молекулярної біології в розроблення 
діагностичних тест-систем нового покоління 
на основі рекомбінантних протеїнів. 

співробітники групи під керівництвом д-ра 
біол. наук сергія панасовича бобровника вив-
чають так звані поліреактивні імуноглобуліни 
(ПріГ), які здатні неспецифічно зв’язуватись 
із різноманітними антигенами, зокрема з ав-
тоантигенами. Дослідження імунохімічних і 
біологічних властивостей ПріГ показало, що 
вони принципово відрізняються від відомих 
раніше природних антитіл. Встановлено 
механізм взаємодії ПРІГ з антигенами, показа-
но, що їхня реактивність може підвищуватись 
in vivo, що вони можуть опсонізувати бактерії, 
але сприяють розвитку злоякісних пухлин і, 
можливо, сприяють розвитку атеросклеро-
зу з причини їхньої здатності зв’язуватись з 
ендотелієм кровоносних судин. Показано також, 
що реактивність сироваткових ПріГ зростає в 
кілька разів за збільшення віку людей (від 20 до 
70 років), що може бути наслідком вікових змін 
імунної системи організму. 

від січня 2000 р. – до листопада 2010 р. у від-
ділі молекулярної імунології на посаді старшого 

наукового співробітника працювала Наталія 
юріївна євдокимова (д-р біол. наук з 2009 р.). Її 
наукові інтереси було зосереджено на з’ясуванні 
зв’язку фенотипових змін клітин із метаболізмом 
позаклітинного матриксу (ПкМ). Особливе 
місце займало вивчення цих питань у контексті 
розвитку ускладнень цукрового діабету. ре-
зультати проведених досліджень показали, що 
підвищений рівень глюкози стимулює збага-
чення матриксу мезангіальних і ендотеліальних 
клітин високомолекулярною гіалуроновою кис-
лотою (Гк), але механізм цього явища різний 
для різних типів клітин. у мезангіальних 
клітинах відбувається активація трансформу-
вального фактора росту β1 (TGFβ1) тромбо-
спондином-1, що збільшує екпресію Гк-синтази 
2 і відповідно стимулює синтез гіалуронової 
кислоти. в ендотеліальних клітинах TGFβ1 
стимулює зв’язування Гк її рецепторами сD44. 
Дослідження н. Ю. євдокимової  також було 
спрямовано на висвітлення механізмів розвит-
ку ускладнень цукрового діабету. так, було по-
казано, що передумовою утворення діабетичних 
виразок можуть бути природжені зміни систе-
ми Гк-сD44 фібробластів, а збільшення рівня 
глюкози провокує утворення виразок унаслідок 
акумуляції високомолекулярної гіалуронової 
кислоти. ускладнення цукрового діабету мо-
жуть також розвиватися через дисбаланс систе-
ми коагуляція/фібриноліз і підвищення рівня 
D-димеру фібрину (DD). встановлено, що DD 
знижує вміст антикоагуляційного гепаран суль-
фату в матриксі ендотеліальних клітин і водно-
час стимулює активацію TGFβ1, що призводить 
до додаткових патологічних змін матриксу. 
Було встановлено, що розроблений у відділі про-
типухлинний препарат «Мебіфон», про який 
йшла мова вище, зменшує молекулярну масу 
гіалуронової кислоти у матриксі фібробластів і 
ендотеліальних клітин, яка за цукрового діабету 
збільшена, і тому «Мебіфон» може бути корис-
ним у лікуванні діабетичних виразок.

у відділі працює ст. наук. співр., канд. 
біол. наук в. а. галицький, який проводить 
самостійну наукову роботу з біоінформатики та 
епігенетики, пов’язану з проблемами імунології 
та онкології. Його теоретичні дослідження ма-
ють важливе значення для розуміння молекуляр-
них механізмів канцерогенезу.

Під керівництвом Сергія Васильовича 
Комісаренка у відділі працює також група з 

Тест-система для виявлення антитіл до Myco-
bacterium bovis
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проб лем біобезпеки, біозахисту та біоетики, до 
складу якої входять кандидати наук Г. Л. Герга-
лова і Я. С. Максимович.

куратор групи академік нан україни 
с. в. комісаренко очолює комісію з біобезпеки 
і біозахисту при рнбО україни. він також 
щорічно, починаючи з 2005 р., очолює (чи є за-
ступником глави) делегації україни на зустрічах 
в Женеві країн-учасниць конвенції із забо-
рони біологічної і токсинної зброї (кбтз) та 
делегацію україни на зустрічах країн-учасниць 
австралійської групи (експортний контроль). 
Метою роботи з біобезпеки є, в першу чергу, 
розповсюдження міжнародних і національних 
інформаційних матеріалів із проблем біобезпеки; 
проведення міжнародних конференцій, 
семінарів із біобезпеки і кбтз для країн східної 
і Південної європи, а також регіональних 
семінарів для підвищення обізнаності та освіти 
з біобезпеки і біозахисту в україні.

Підсумовуючи наведений матеріал, слід за-
значити, що співробітники відділу молекулярної 

імунології на чолі з акад. с. в. комісаренком 
із самого початку працювали і продовжують 
плідно працювати над виконанням актуальних і 
надважливих фундаментальних досліджень, які 
одночасно спрямовано на розповсюдження до-
бутих знань і на вирішення практичних завдань 
медицини, харчової, легкої промисловості, а 
також сільського господарства, тобто Pro bono 
hominis («лат. на благо Людини») – девіз, який 
сповідує сергій васильович впродовж 50 років 
своєї творчої діяльності. на сьогодні він разом із 
співробітниками має досить вагомий доробок у 
вигляді авторських свідоцтв і патентів україни 
та срср (понад 80 найменувань). На жаль, да-
леко не всі вони впроваджені через низку причин, 
серед яких головною, на нашу думку, є неспри-
ятливий інвестиційний клімат в державі та 
неготовність бізнесу до розвитку наукоємного 
сектору економіки.

у відділі виконано 6 докторських та 28 
кандидатських дисертаційних робіт. відділ має 
широкі міжнародні наукові зв’язки, зокрема з 

Колектив співробітників відділу молекулярної імунології. Київ, 2015 р. Зліва направо: I ряд – ст. наук. 
співр. Г. Л. Гергалова, мол. наук. співр. Т. В. Горошнікова, наук. співр. О. Ю. Лихмус, інж. І кат. 
М. О. Декалюк, інж. І кат. О. І. Криніна, ст. наук. співр. О. С. Олійник, інж. І кат. Т. О. Чудіна, зав. лаб. 
Д. В. Колибо; ІІ ряд – ст. наук. співр. Л. М. Коваль, ст. наук. співр. Я. С. Максимович, ст. наук. співр. 
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інститутом Пастера в Парижі та еллінським 
інститутом Пастера в афінах, з університетом 
штату нью-йорк стоун-брук, з національним 
аграрним інститутом inRa в нанті (Франція), 
з Пекінським інститутом геноміки академії 
наук кнр, з інститутом біології академії наук 
провінції шандунь кнр та багатьма іншими. 
за кордоном працюють близько 20 колишніх 
співробітників відділу.

Робота у відділі молекулярної імунології, 
де завжди панувала і панує дружня робоча ат-
мосфера, тепер, як і раніше, залишається при-
вабливою для талановитої наукової молоді. Тож 
найважливіші винаходи і впровадження у Вас, 
дорогий Сергію Васильовичу, і Ваших учнів ще 
попереду. Від щирого серця бажаємо вам усім 
успіхів!
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N E W S  I T E M SN E W S  I T E M S

бОрис ФЕдОрОвич суХОмлиНОв

До 100-річчя від дня народження

з ім’ям бориса Федоровича пов’язано 
відродження у 1963 р. кафедри біохімії 
у складі львівського державного 

університету імені івана Франка, якою він 
керував упродовж 25 років, а з 1988 до 1993 
року – працював професором цієї кафедри. 
серед наукових інтересів бориса Федорови-
ча переважали питання дослідження в галузі 
радіобіології і молекулярної біології. він та 
його послідовники зробили вагомий внесок у 
розвиток структурно-метаболічної теорії дії 
іонізуючого випромінювання, дослідження 
первинної структури гемопротеїнів тварин за 
різних патологій. так, під його керівництвом 
було виявлено ocновні закономірності дії 
суб летальних та летальних доз іонізуючого 
випромінювання на структурно-функціональні 
властивості киснево-транспортних протеїнів, 

18.07.1916 – 13.01.2004

а також молекулярні принципи протекторної 
дії гіпоксичних газових сумішей і дослідження 
первинної структури міоглобінів тварин різних 
видів. 

він залишив нам у спадок понад 350 нау-
кових праць, потужну наукову школу (49 
кандидатів біологічних наук), яка добре знана як 
у нашій країні, так і за її межами, адже борис 
Федорович був прекрасним викладачем і вихо-
вателем наукової молоді.

члени українського біохімічного товари-
ства, науковці інституту біохімії нан україни 
добре знали та поважали професора бориса Фе-
доровича сухомлинова – талановитого вченого і 
прекрасну людину. 

таким він був і таким залишається в нашій 
пам’яті!
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The noBel prize in physiology or medicine 2016

http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/
medicine/laureates/2016/

Yoshinori ohsumi
(Born in 1945, Fukuoka, Japan)
Tokyo Institute of Technology,

Japan

T he nobel Prize in Physiology or medicine 
2016 was awarded to yoshinori ohsumi 
"for his discoveries of mechanisms for auto-

phagy".
This year's nobel Laureate discovered and elu-

cidated mechanisms underlying autophagy, a funda-
mental process for degrading and recycling cellular 
components.  

The word autophagy originates from the Greek 
words auto-, meaning "self", and phagein, meaning  
"to eat". Thus, autophagy denotes "self eating". This 
concept emerged during the 1960's, when resear-
chers first observed that the cell could destroy its 
own contents by enclosing it in membranes, forming 
sack-like vesicles that were transported to a recy-
cling compartment, called the lysosome, for degrada-

tion. Difficulties in studying the phenome non meant 
that little was known until, in a series of brilliant 
experiments in the early 1990's, yoshinori Ohsumi 
used baker's yeast to identify genes essential for au-
tophagy. He then went on to elucidate the underlying 
mechanisms for autophagy in yeast and showed that 
similar sophisticated machinery is used in our cells. 

Ohsumi's discoveries led to a new paradigm in 
our understanding of how the cell recycles its con-
tent. His discoveries opened the path to understan-
ding the fundamental importance of autophagy in 
many physiological processes, such as in the adap-
tation to starvation or response to infection. muta-
tions in autophagy genes can cause disease, and the 
autophagic process is involved in several conditions 
including cancer and neurological disease.
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The noBel prize in chemisTry 2016

http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/
chemistry/laureates/2016/

Jean-Pierre Sauvage
(Born in 1944, Paris, France)

University of Strasbourg,
France

Bernard L. Feringa 
(Born in 1951, Barger-Com-
pascuum, the Netherlands)
University of Groningen,

the Netherlands

Sir J. Fraser Stoddart 
(Born in 1942, edinburgh, 

United kingdom)
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The nobel Prize in Chemistry 2016 was 
awar ded jointly to Jean-pierre sauvage, 
sir J. fraser stoddart and Bernard 

l. ferin ga "for the design and synthesis of molecu-
lar machines".

a tiny lift, artificial muscles and miniscule mo-
tors. The nobel Prize in Chemistry 2016 is awarded 
to Jean-pierre sauvage, sir J. fraser stoddart 
and Bernard l. feringa for their design and pro-
duction of molecular machines. They have develo-
ped mole cules with controllable movements, which 
can perform a task when energy is added.

The development of computing demonstrates 
how the miniaturisation of technology can lead to a 
revolution. The 2016 nobel Laureates in Chemistry 
have miniaturised machines and taken chemistry to 
a new dimension.

The first step towards a molecular machine was 
taken by Jean-Pierre Sauvage in 1983, when he suc-
ceeded in linking two ring-shaped molecules toge-
ther to form a chain, called a catenane. normally, 
molecules are joined by strong covalent bonds in 
which the atoms share electrons, but in the chain 
they were instead linked by a freer mechanical bond. 
For a machine to be able to perform a task it must 
consist of parts that can move relative to each other. 
The two interlocked rings fulfilled exactly this re-
quirement.

The second step was taken by Fraser Stoddart 
in 1991, when he developed a rotaxane. He threa-
ded a molecular ring onto a thin molecular axle and 
demonstrated that the ring was able to move along 
the axle. among his developments based on rota-
xanes are a molecular lift, a molecular muscle and a 
molecule-based computer chip.

bernard Feringa was the first person to develop 
a molecular motor; in 1999 he got a molecular ro-
tor blade to spin continually in the same direction. 
Using  molecular motors, he has rotated a glass cylin-
der that is 10,000 times bigger than the motor and 
also designed a nanocar.

2016's nobel Laureates in Chemistry have 
taken molecular systems out of equilibrium's stale-
mate and into energy-filled states in which their 
movements can be controlled. in terms of develop-
ment, the molecular motor is at the same stage as 
the electric motor was in the 1830s, when scientists 
displayed various spinning cranks and wheels, una-
ware that they would lead to electric trains, washing 
machines, fans and food processors. molecular ma-
chines will most likely be used in the development 
of things such as new materials, sensors and energy 
storage systems.


