
ВВЕДЕНИЕ 

Реналаза (RNLS) — открытый в 2005 г. секреторный
белок, который выполняет различные функции внутри
и снаружи клеток [1–5]. Внутриклеточная RNLS
проявляет свойства FAD-зависимой оксидоредуктазы
(КФ 1.6.3.5), которая осуществляет окисление
изомерных форм β-NAD(P)H, восстановленных 
по 2 или 6 положению никотинамидного кольца
вместо метаболически активного 4 положения [5–7].
Внеклеточная RNLS, лишённая N-концевого
сигнального пептида, необходимого для секреции
этого белка во внеклеточное пространство, 
проявляет многочисленные регуляторные эффекты
при помощи некаталитических механизмов,
включающих рецепторные белки [8–11]. Вместе с тем,
полученные нами данные свидетельствуют о том, 
что в крови интактная RNLS не детектируется [12], 
а рекомбинантная RNLS в плазме крови здоровых
добровольцев подвергается протеолитическому
процессингу [13]. Это свидетельствует в пользу того,
что эффекты внеклеточной RNLS могут быть
обусловлены пептидами, образующими в ходе
протеолиза этого белка. Одним из наиболее
интересных реналазных пептидов, привлекающих
внимание исследователей, стал пептид RP220 
(20-членный пептид, соответствующий аминокислотной
последовательности RNLS 220–239) [10, 11]. 
Помимо влияния на выживаемость различных 

клеток [11, 14], есть данные о том, что RP220
повышает жизнеспособность эпителиальных клеток
роговицы человека после воздействия щелочи [15], 
а также снижает проявления волчаночного нефрита 
у мышей MRL/lpr (генетическая модель системной
красной волчанки) [16]. 

Хотя ряд этих эффектов связывают с участием
рецептора (или рецепторов) плазматических 
мембран, есть указания о том, что RP220 и
рекомбинантная RNLS осуществляют быструю
активацию внутриклеточных протеинкиназ [10]. 
С учётом этих данных, а также пока разрозненных
данных о позитивном эффекте рекомбинантной RNLS
при остром повреждении клеток (см. обзор [17]), 
по-видимому, назрел анализ потенциальных
внутриклеточных мишеней как самой RNLS, 
так и её пептидов. Это особенно важно в связи с тем,
что недавно проведенный протеомный анализ 
клеток HEK293T с использованием рекомбинантных
белков RNLS1 и RNLS2 в качестве аффинных
лигандов [18] показал полное их несовпадение. 

Целью настоящей работы было протеомное
профилирование ткани почек нормотензивных крыс
Wystar Kyoto (WKY) и крыс со спонтанной
гипертензией SHR (spontaneously hypertensive rats),
полученных на основе WKY, с использованием
реналазного пептида RP220 в качестве 
аффинного лиганда. 
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ПРОТЕОМНОЕ ПРОФИЛИРОВАНИЕ ПОЧЕК НОРМО- И ГИПЕРТЕНЗИВНЫХ КРЫС 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ РЕНАЛАЗНОГО ПЕПТИДА RP220 В КАЧЕСТВЕ АФФИННОГО ЛИГАНДА
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Реналаза (RNLS) — недавно открытый белок, который играет важную роль в регуляции 
артериального давления, действуя внутри и снаружи клеток. Внутриклеточная RNLS — FAD-зависимая
оксидоредуктаза, которая осуществляет окисление изомерных форм β-NAD(P)H. Внеклеточная реналаза, 
лишённая своего N-концевого пептида и кофактора FAD, проявляет различные защитные эффекты 
при помощи некаталитических механизмов. По данным ряда авторов, пептид RP220 (20-членный пептид,
соответствующий аминокислотной последовательности RNLS 220–239) воспроизводит ряд некаталитических
эффектов этого белка, действуя на рецепторные белки плазматической мембраны. Возможность взаимодействия 
этого пептида с внутриклеточными белками не изучена. С учётом известной роли RNLS как возможного
антигипертензивного фактора, в данной работе осуществлено протеомное профилирование почек 
нормо- и гипертензивных крыс с использованием RP220 в качестве аффинного лиганда. Протеомная
(полуколичественная) идентификация выявила изменения относительного содержания связавшихся с аффинным
сорбентом около 200 индивидуальных белков почек гипертензивных крыс по сравнению с почками 
нормотензивных животных. При этом оказалось, что связавшиеся с RP220 белки, для которых обнаружено 
наиболее выраженное увеличение относительного содержания у гипертензивных животных по сравнению 
с нормотензивными, вовлечены в развитие сердечно-сосудистой патологии. Снижение связывания с RP220 
белков почек гипертензивных животных отмечено для компонентов убиквитин-протеасомной системы, 
рибосом и цитоскелета.

Ключевые слова: реналаза; пептиды реналазы; артериальная гипертензия; крысы WKY и SHR; протеомное
профилирование ткани почек
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МЕТОДИКА

Реактивы

Вработе использовали: бромциан-активированную
сефарозу 4В, гидрокарбонат аммония, дитиотреитол,
мочевину, гуанидин гидрохлорид, хлористый натрий,
тритон Х-100, 4-винилпиридин, Кумасси
бриллиантовый синий G-250 (“Merck”, США);
муравьиную кислоту, ацетат натрия, борную кислоту,
тетраборат натрия, гидроксид натрия (“Acros
Organics”, США), ацетонитрил (“Fisher Chemical”,
Великобритания); изопропанол, трифторуксусную
кислоту (“Fluka”, США); трис-(2-карбоксиэтил)-
фосфин (“Pierce”,США); модифицированный трипсин
(mass spectrometry grade, “Promega”, США).
Двадцатичленный пептид RP220, аминокислотная
последовательность которого соответствует
фрагменту реналазы человека 220–239
(CIRFVSIDNKKRNIESSEIG), был синтезирован 
в фирме “БелкиАнтитела” (Россия). Чистота этого
пептида составляла 98%. Остальные реактивы 
были отечественного производства максимально
доступной чистоты.

Экспериментальные животные

В экспериментах использовали 14-недельных
крыс-самцов линии WKY (n=6; артериальное
давление 110–120 мм рт. ст.) и SHR (n=5; артериальное
давление 180+ мм рт. ст.), полученных из питомника
лабораторных животных Пущино (филиал Института
биоорганической химии имени академиков 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова Российской
академии наук).Животных декапитировали под лёгким
эфирным наркозом, быстро удаляли почки, которые
немедленно замораживали и хранили до исследования
при температуре -70°С.

Получение лизатов гомогенатов почек крыс

Ткань почек гомогенизировали при помощи
гомогенизатора Heidolph SilentCrusher (50000 оборотов
в минуту) в 0,05 М калий-фосфатном буфере (рН 7,4)

до конечной концентрации 30 мг/мл. Для оценки
относительных количественных изменений содержания
белков при подготовке проб использовали одинаковое
количество общего белка, которое контролировали 
с помощью метода Бредфорда [19]. После инкубации 
в присутствии 3% Тритона Х-100 (4°C, 1 ч) 
лизаты разводили в 3 раза тем же буфером и
центрифугировали 30 мин при 16000 g для получения
осветлённой надосадочной жидкости.

Аффинная хроматография белков почек крыс 
с использованием пептида реналазы RP220,
иммобилизованного на бромциан-активированной
сефарозе 4B

Подготовку аффинного сорбента и аффинную
хроматографию проводили согласно [20].

Идентификация и сравнение относительного
содержания связавшихся с иммобилизованным
пептидом реналазы RP220 белков крыс 
линии WKY и SHR

Подготовку проб для масс-спектрометрического
анализа (экстракцию белков, алкилирование и
трипсинолиз) осуществляли, как описано ранее [21].
Масс-спектрометрический анализ проводили 
с использованием оборудования центра 
коллективного пользования “Протеом человека”,
Институт биомедицинской химии (ИБМХ). 
Условия масс-спектрометрического анализа и
биоинформатической обработки данных подробно
приведены в [22, 23].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Протеомный анализ показал достоверные
изменения относительного содержания большого
количества связавшихся с пептидом реналазы RP220
белков почек нормотензивных (WKY) и
гипертензивных (SHR) животных (таблицы S1 и S2
Дополнительных материалов, таблицы 1 и 2, 
рисунки 1 и 2). При этом нами было учтено 
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№ Номер в базе
Uniprot

Ген 
по Uniprot Название белка по Uniprot Функции Локализация -LOG(P-

значение)
Кратное
увеличение

Роль при
сердечно-
сосудистой
патологии

1 O35331 Pdxk Pyridoxal kinase 3 C 1,761 10,126 [24]

2 O70351 Hsd17b10 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
type-2 7 Mch 4,770 51,732 [25, 26]

3 Q66HT1 Aldob Fructose-bisphosphate aldolase B 1 C 2,640 45,664 [27, 28]

4 P02761 Mup Major urinary protein 3 C, S 2,074 19,427 [29]

5 Q6LDS4 Sod1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 4 C, N 3,504 16,621 [30, 31]

6 P08461 Dlat

Dihydrolipoyllysine-residue
acetyltransferase component 
of pyruvate dehydrogenase
complex, mitochondrial

1 Mch 2,527 43,622 [32–34]

7 P09034 Ass1 Argininosuccinate synthase 6 C 4,856 12,193 [35]

Таблица 1. Связавшиеся с пептидом RP220 белки почек крысы, относительное содержание которых увеличивается 
у гипертонических животных по сравнению с контрольными в 9 и более раз
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Таблица 1. Связавшиеся с пептидом RP220 белки почек крысы, относительное содержание которых увеличивается 
у гипертонических животных по сравнению с контрольными в 9 и более раз (продолжение)

Примечание. Здесь и в таблице 2 цифры в колонке “функции” обозначают следующие функциональные группы белков:
1. Белки/ферменты, участвующие в процессах генерации энергии и углеводного обмена. 2. Белки, участвующие 
в образовании цитоскелета, транспорте и экзоцитозе. 3. Белки, участвующие в передаче сигнала и регуляции
активности ферментов. 4. Антиоксидантные и защитные белки/ферменты. 5. Белки-регуляторы экспрессии генов,
клеточного деления и дифференцировки. 6. Ферменты, участвующие в метаболизме белков, аминокислот и других
азотистых соединений. 7. Ферменты, участвующие в метаболизме липидов. Локализация белков: С – цитоплазма, 
N – ядро, М – мембраны, РМ – плазматическая мембрана, Mch – митохондрии, Mi – микросомы, Me – меланосомы,
ER – эндоплазматический ретикулум, G – комплекс Гольджи, L – лизосомы, Ve – везикулы, Per – пероксисомы, 
S – секретируемые белки.

№ Номер в базе
Uniprot

Ген 
по Uniprot Название белка по Uniprot Функции Локализация -LOG(P-

значение)
Кратное
увеличение

Роль при
сердечно-
сосудистой
патологии

8 P14408 Fh Fumarate hydratase, mitochondrial 1 C, N 2,732 25,386 [36, 37]

9 P14604| Echs1 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial 7 Mch 2,590 44,323 [38]

10 P19112 Fbp1 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 1 C 4,084 159,786 [39]

11 P21533 Rpl6 60S ribosomal protein L6 5 C, ER 2,095 10,585 [40, 41]

12 P62718 Rpl18a 60S ribosomal protein L18a 5 C 2,184 9,815 [40, 41]

13 P98158 Lrp2 Low-density lipoprotein receptor-
related protein 2 3 PM, ER, М 3,085 117,621 [42–44]

14 G3V6P2 Dlst

Dihydrolipoyllysine-residue
succinyltransferase component 
of 2-oxoglutarate dehydrogenase
complex, mitochondrial

1 Mch 3,482 21,377 [33, 34, 
45, 46]

15 G3V7J0 Aldh6a1 Aldehyde dehydrogenase 6 family,
member A1 4 C 3,150 9,952 —

16 Q07523 Hao2 2-Hydroxyacid oxidase 2 7 Per 3,387 202,390 [47]

17 Q64057 Aldh7a1 Alpha-aminoadipic semialdehyde
dehydrogenase 4 C, N, Mch 3,047 32,334 —

18 Q64428 Hadha Trifunctional enzyme subunit alpha,
mitochondrial 7 Mch 3,115 13,832 [48]

19 Q60587 Hadhb Trifunctional enzyme subunit beta,
mitochondrial 7 Mch 4,465 9,666 [49]

20 Q68FP1 Gsn Gelsolin 2 C, S 2,631 9,279 [50, 51]

21 Q6AYS7 Acy1a Aminoacylase-1A 6 C 4,640 208,225 [52, 53]

22 Q6AYT0 Cryz Quinone oxidoreductase 1 C 2,930 29,712 [54, 55]

23 Q6IRK9 Cpq Carboxypeptidase Q 6 ER, G, L 3,608 43,865 —

24 Q7M0E Dstn Destrin 2 C 3,047 32,334 [56, 57]

25 Q7TPB1 Cct4 T-complex protein 1 subunit delta 4 C 3,115 13,832 [58]

26 Q63716 Prdx1 Peroxiredoxin-1 4 C 6,248 10,140 [59–62]

27 P35704 Prdx2 Peroxiredoxin-2 4 C 2,649 8,907 [59, 63]

28 A0A0G2JSS8 Prdx5 Peroxiredoxin-5 4 C 4,640 208,225 [59]

29 Q9WUW9 Sult1c2a Sulfotransferase 1C2A 3 C, L 2,930 29,712 [60]

30 F1LMC7 Septin7 Septin 7 3 C, N 3,608 43,865 [64]

31 F7FKI5 Pdha1 Pyruvate dehydrogenase E1
component subunit alpha 1 Mch 3,738 21,288 [32, 65]

32 A6JVU7 Vil1 Vil1 protein 2 C 4,858 144,407 [66]

33 D4A830 Ppa2 Inorganic diphosphatase 3 C, Mch 6,498 141,828 [67, 68]

34 F1LR02 Col18a1 Collagen type XVIII alpha 1 chain 2 PM 6,010 9,917 [69]

35 G3V8T4 Ddb1 DNA damage-binding protein 1 5 N 2,020 16,111 [70, 71]
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Таблица 2. Связавшиеся с пептидом RP220 белки почек крысы, относительное содержание которых уменьшается 
у гипертонических животных по сравнению с контрольными в 4 и более раз

Таблица 3. Распределение связавшихся с пептидом RP220 белков почек крысы, относительное содержание которых
значимо и достоверно меняется у гипертензивных животных, по функциям

№ Номер в базе
Uniprot

Ген 
по Uniprot Название белка по Uniprot Функции Локализация -LOG(P-

значение)
Кратное

уменьшение

Роль при
сердечно-
сосудистой
патологии

1 P05197 Eef2 Elongation factor 2 5 C, N 4,039 0,239 [72]

2 P07150 Anxa1 Annexin A1 2 PM, C 1,907 0,237 [73]

3 P17078 Rpl35 60S ribosomal protein L35 5 C 1,313 0,219 [40, 41]

4 P19945 Rplp0 60S acidic ribosomal protein P0 5 C, N 2,273 0,091 [40, 41]

5 P20280 Rpl21 60S ribosomal protein L21 5 C, ER 1,188 0,245 [40, 41]

6 P38983| Rpsa 40S ribosomal protein SA 5 PM, М, N, C 2,343 0,154 [40, 41]

7 P40112 Psmb3 Proteasome subunit beta type-3 6 C, N 2,171 0,113 [74–76]

8 P48679 Lmna Prelamin-A/C 2 N 2,922 0,190 [77]

9 P63174 Rpl38 60S ribosomal protein L38 5 C 1,452 0,233 [40, 41]

10 P85108 Tubb2a Tubulin beta-2A chain 2 C, Mch 2,128 0,124 [78]

11 Q4FZT9 Psmd2 26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 2 6 C, N 1,788 0,032 [74–76]

12 Q5U216 Ddx39a ATP-dependent RNA helicase
DDX39A 5 C, N 1,354 0,071 [79]

13 A0A0H2UHM7 Tuba1c Tubulin alpha chain 2 C 3,962 0,086 [78]

14 F1M5A4 Katnal2 Katanin p60 ATPase-containing
subunit A-like 2 2 C 2,449 0,219 [78]

15 P48004 Psma7 Proteasome subunit alpha type-7 6 C, N 3,111 0,226 [74–76]

16 G3V9G4 Acly ATP-citrate synthase 1 C 2,156 0,158 [80]

17 P52296| Kpnb1 Importin subunit beta-1 3 C, N 3,573 0,128 —

18 G3V7C6 Tubb4b Tubulin beta chain 2 C 4,010 0,248 [78]

19 Q6AYD5 Gspt1 G1 to S phase transition protein 1 5 N, C 2,179 0,164 —

20 Q6P3V8 Eif4a1 ATP-dependent RNA helicase 5 C 3,053 0,239 [79]

Функции
Увеличение

относительного
содержания

Уменьшение
относительного
содержания

Генерация энергии и углеводный обмен 7 1

Цитоскелет, транспорт и экзоцитоз 4 6

Передача сигнала и регуляция активности ферментов 6 1

Антиоксидантные и защитные свойства 7 —

Регуляция экспрессии генов, клеточного деления и дифференцировки 3 9

Метаболизм белков, аминокислот и других азотистых соединений 3 3

Метаболизм липидов 5 –

Всего 35 20



изменение относительного содержания белков 
в почках SHR по сравнению с нормотензивными
крысами [23]. Например, относительное 
содержание супероксиддисмутазы [Cu-Zn] в почках
гипертензивных крыс увеличено по сравнению 
с таковым у контрольных животных менее чем в 7 раз,
в то время как для этого фермента почек SHR,
связавшегося с пептидом RP220, соответствующий
показатель увеличен более чем в 16 раз 
по сравнению с ферментом почек WKY крыс. 
Аналогично — для липоилдегидрогеназного
компонента пируватдегидрогеназного и 2-оксоглутарат-
дегидрогеназного комплексов (увеличение в почках
SHR крыс относительного содержания этого фермента 
в том и в другом случае в 3 раза по сравнению 
с нормой, а в случае связывания с пептидом RP220 —
увеличение более, чем в 43 раза и более, чем в 21 раз,

соответственно). Для связавшейся с пептидом RP220
сульфотрансферазы 1С2А, относительное содержание
которой в случае гипертонических крыс превосходит
таковое у контрольных животных почти в 30 раз [23],
наоборот, показано сниженное в 2 раза содержание 
в почках SHR крыс по сравнению с нормой.

Для 98 белков у SHR крыс наблюдалось
увеличение, а для 90 белков — уменьшение
относительного содержания белков, относящихся 
к различным функциональным группам, связавшихся
с пептидом RP220 (соответственно таблицы S1 и S2
Дополнительных материалов). Связавшиеся 
с пептидом RP220 белки, изменение относительного
содержания которых наиболее выражено 
у гипертонических крыс по сравнению с контрольными
животными, приведены в таблицах 1 и 2 и 
на рисунках 1 и 2. 
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Рисунок 1. Связавшиеся с пептидом RP220 белки почек гипертонических крыс, относительное содержание которых
увеличивается по сравнению с контрольными животными (обозначены гены белков, изменение относительного
содержания которых наиболее выражено).

Рисунок 2. Связавшиеся с пептидом RP220 белки почек гипертонических крыс, относительное содержание которых
уменьшается по сравнению с контрольными животными (обозначены гены белков, изменение относительного
содержания которых наиболее выражено).



Увеличение относительного содержания 
в 9 и более раз показано для 35 белков. 
Почти все они ассоциированы с гипертензией 
и/или сердечно-сосудистой патологией (табл. 1). 
Как видно из таблицы 3, в которой показано
распределение связавшихся с пептидом RP220 белков
по функциям, большое их количество (7) относится 
к ферментам, участвующим в процессах генерации
энергии и углеводного обмена. Это гликолитический
фермент фруктозобисфосфат-альдолаза В [27, 28],
ферменты цикла Кребса: фумаратгидратаза 
[36, 37], дигидролипоилдегидрогеназный компонент
пируватдегидрогеназного [32–34] и 2-оксоглутарат-
дегидрогеназного митохондриальных ферментных
комплексов [33, 34, 45, 46], альфа субъединица Е1
компонента пируватдегидрогеназного комплекса 
[32, 65], мультиферментный комплекс дыхательной
цепи NADН-убихинон-оксидоредуктаза [54, 55], — 
а также ключевой фермент глюконеогенеза 
фруктозо-1,6-бисфосфатаза 1 [39].

Такое же, как и у ферментов углеводного обмена,
количество связавшихся с пептидом RP220 белков (7),
чьё относительное содержание существенно
увеличивается у гипертензивных крыс, мы наблюдали
у группы защитных и антиоксидантных белков. 
К ним относятся пероксиредоксины 1, 2 и 5 [59–63],
компонент шаперонин-содержащего Т-комплекса,
регулирующего фолдинг белков, супероксиддисмутаза
[Cu-Zn] [30, 31], альдегиддегидрогеназа, 
а также мультифункциональный фермент 
альфа-аминоадипинат семиальдегиддегидрогеназа.

Большую группу (6) среди связавшихся 
с пептидом RP220 белков, относительное 
содержание которых больше у SHR, составляют 
и белки, участвующие в передаче сигнала и 
регуляции активности ферментов. Среди них
пиридоксалькиназа [24], основной белок мочи [29],
белок, относящийся к семейству рецепторов
липопротеинов низкой плотности [42–44],
сульфотрансфераза 1C2A [60], септин 7 [64] и
неорганическая дифосфатаза [67, 68].

Значимо увеличивается у SHR относительное
содержание связавшихся с пептидом RP220 
пяти ферментов липидного обмена: 3-гидроксиацил-
КоА-дегидрогеназы 2 типа [25, 26], митохондриальной
еноил КоА гидратазы [38], пероксисомной
гликолатоксидазы [47], альфа и бета 
субъединиц митохондриального трифункционального
фермента [48, 49].

На долю белков цитоскелета, транспорта и
экзоцитоза, белков регуляции экспрессии генов,
клеточного деления и дифференцировки и ферментов
метаболизма белков, аминокислот и других азотистых
соединений приходится соответственно 4, 3 и 3 белка
(табл. 1 и 3).

Как видно из приведённых в таблице 1 данных
литературы, все эти белки так или иначе 
связаны с сердечно-сосудистой патологией. 
Так, например, протеомные исследования модели
гипертонии у животных с использованием крыс,
чувствительных к соли (SS (salt-sensitive) rats),
выявили существенное увеличение содержания 

у этих животных метаболитов цикла Кребса и
гликолиза и соответствующее уменьшение активности
ферментов этих процессов [45].

Известна роль оксидативного стресса в развитии
сердечно-сосудистой патологии. Антиоксидантные
ферменты, такие, как супероксиддисмутазы,
пероксиредоксины и другие, поддерживают баланс
активных форм кислорода в организме, препятствуя
их резкому увеличению в патогенезе этого
заболевания. Было показано, что активность
супероксиддисмутазы Cu/Zn (поглотителя активных
форм кислорода) у крыс SHR на диете, обеднённой
цинком, была существенно ниже, чем в случае
стандартной диеты, что коррелировало с высокими
показателями артериального давления [30, 31].
Пероксиредоксины 1 и 2 играют существенную роль 
в предотвращении атеросклероза, миокардита,
тромбообразования, что позволяет рассматривать 
эти белки в качестве мишеней для терапевтических
стратегий при лечении сердечно-сосудистых
заболеваний [59–63]. Менее изучена роль
пероксиредоксина 5 в патогенезе этих нарушений [59],
однако, наши результаты свидетельствуют о том, 
что увеличение относительного содержания в почках
SHR крыс этого белка, связавшегося с пептидом RP220,
по сравнению с контрольными животными, 
на порядок превышает увеличение содержания
пероксиредоксинов 1 и 2 (табл. 1, рис. 1). 

Из регуляторных белков у SHR животных
наиболее значительное увеличение связавшегося 
с пептидом RP220 количества по сравнению с нормой
наблюдалось у белка, относящегося к семейству
рецепторов липопротеинов низкой плотности, 
и у неорганической дифосфатазы. Семейство
рецепторов липопротеинов низкой плотности 
активно изучается в контексте атеросклероза,
заболеваний почек и лёгочной гипертензии. Эти белки
участвуют не только в регуляции липидного обмена,
но и во многих клеточных процессах, взаимодействуя
с различными лигандами и рецепторами [42–44]. 
Что касается неорганической дифосфатазы, широко
известна роль фосфата в развитии гипертензии [68]. 
В то же время, известно, что мутации кодируемой
ядерной ДНК митохондриальной неорганической
дифосфатазы ассоциированы с кардиомиопатией,
приводящей к ранней смерти [67].

Относительное содержание связавшегося 
с пептидом RP220 животных группы SHR фермента
липидного обмена гликолатоксидазы (оксидазы 
L-2-гидроксикислот) показало одно из наибольших
отличий от такового у контрольной группы животных.
Этот пероксисомный фермент преимущественно
экспрессируется в печени и почках. Ген оксидазы 
L-2-гидроксикислот недавно идентифицирован 
как локус количественного признака артериального
давления; на моделях гипертонии у животных
исследуются селективные ингибиторы этого 
фермента с целью разработки соответствующих
терапевтических стратегий [47]. 

Среди связавшихся с пептидом RP220 животных
группы SHR белков, относительное содержание
которых значительно и достоверно уменьшается 
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по сравнению с таковым у контрольных животных,
преобладают ферменты синтеза и деградации 
белков и компоненты цитоскелета (табл. 2, рис. 2). 
Это рибосомные и протеасомные субъединицы,
фактор элонгации eEF2, компоненты микротрубочек и
связанных с ними белков.

Для ряда рибосомных белков грызунов и человека
показана связь нарушения их экспрессии с регуляцией
роста клеток гладкой мускулатуры и, как следствие, 
с сердечно-сосудистой патологией [40, 41]. Связан 
с сердечно-сосудистыми нарушениями и фактор
элонгации eEF2, белок, определяющий движение
рибосом по мРНК от одного кодона к другому 
в процессе трансляции. Известно, что протеинкиназа,
фосфорилирующая фактор элонгации, которая
ингибируется своим собственным субстратом и
регулирует таким образом его активность,
ассоциирована с атеросклерозом и лёгочной
гипертензией [72].

Убиквитин-протеасомная система (UPS)
поддерживает динамическое равновесие белков 
в клетке, контролируя многие биологические
процессы и взаимодействуя с целым рядом белков,
образующих протеасомные протеомы [81–84]. 
Ряд работ, посвящённых UPS, касается регуляции
работы протеасом в контексте окислительного 
стресса [85–87]. Нарушение функции UPS 
показано при сердечно-сосудистых заболеваниях:
гипертрофической кардиомиопатии [74], лёгочной
гипертензии [75]. Рассматривается роль регуляторов
протеасом в фармакотерапии сердечно-сосудистых
нарушений [76]. Неудивительно поэтому, 
что у животных группы SHR среди взаимодействующих
с пептидом реналазы RP220 белков, относительное
содержание которых меньше по сравнению с таковым
у контрольных животных, были найдены субъединицы
каталитической и регуляторной протеасомных
субчастиц (табл. 2, рис. 2).

Ещё одна группа взаимодействующих 
с пептидом реналазы RP220 белков SHR 
с уменьшающимся относительным содержанием 
по сравнению с контролем, — белки микротрубочек и
связанные с ними: альфа- и бета-цепи тубулина,
аннексин, катанин, преламин (табл. 2, рис. 2). 
Ряд исследований демонстрирует роль нарушения
функции микротрубочек и взаимодействующих 
с ними компонентов цитоскелета в развитии 
сердечно-сосудистой патологии [73, 76, 78]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что, помимо внутриклеточных протеинкиназ,
взаимодействующих с RP220 [10], в клетках почек
есть немало белков, которые могут представлять
потенциальные мишени для этого пептида. Значение
такого взаимодействия остаётся неясным и требует
дальнейших исследований. Однако изменённые
взаимодействия (в контексте гипертония-нормотония)
белков определённых функциональных групп,
особенно белков, вовлечённых в развитие 

сердечно-сосудистой патологии, свидетельствует 
о потенциальной биомедицинской важности
обнаруженных сдвигов. 
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PROTEOMIC PROFILING OF RENAL TISSUE OF NORMO- AND HYPERTENSIVE RATS 
WITH THE RENALASE PEPTIDE RP220 AS AN AFFINITY LIGAND
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Renalase (RNLS) is a recently discovered protein that plays an important role in the regulation of blood 
pressure by acting inside and outside cells. Intracellular RNLS is a FAD-dependent oxidoreductase that oxidizes
isomeric forms of β-NAD(P)H. Extracellular renalase lacking its N-terminal peptide and cofactor FAD exerts 
various protective effects via non-catalytic mechanisms. Certain experimental evidence exists in the literature 
that the RP220 peptide (a 20-mer peptide corresponding to the amino acid sequence RNLS 220–239) 
reproduces a number of non-catalytic effects of this protein, acting on receptor proteins of the plasma membrane. 
The possibility of interaction of this peptide with intracellular proteins has not been studied. Taking into 
consideration the known role of RNLS as a possible antihypertensive factor, the aim of this study was to perform
proteomic profiling of the kidneys of normotensive and hypertensive rats using RP220 as an affinity ligand. 
Proteomic (semi-quantitative) identification revealed changes in the relative content of about 200 individual 
proteins in the kidneys of hypertensive rats bound to the affinity sorbent as compared to the kidneys 
of normotensive animals. Increased binding of SHR renal proteins to RP220 over the normotensive control 
was found for proteins involved in the development of cardiovascular pathology. Decreased binding of the kidney
proteins from hypertensive animals to RP220 was noted for components of the ubiquitin-proteasome system,
ribosomes, and cytoskeleton.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.

Key words: renalase; renalase peptide; arterial hypertension; WKY and SHR rats; renal tissue; proteomic profiling

Funding. The work was carried out within the framework of the Program of Fundamental Scientific Research 
in the Russian Federation for a long-term period (2021–2030) (No. 122030100170-5).

Received: 02.04.2024; revised: 08.05.2024; accepted: 15.05.2024. 

Поступила в редакцию: 02. 04. 2024.
После доработки: 08. 05. 2024.
Принята к печати: 15. 05. 2024.


