
ВВЕДЕНИЕ

Реналаза (RNLS) — открытый двадцать лет назад
секреторный белок, участвующий в регуляции
артериального давления, который оказывает
регуляторные эффекты при помощи каталитических и
некаталитических механизмов [1–5]. Полноразмерная
внутриклеточная RNLS — FAD-зависимая
оксидоредуктаза (КФ 1.6.3.5), которая катализирует
реакцию окисления изомерных форм β-NAD(P)H,
восстановленных по 2 или 6 положению
никотинамидного кольца вместо метаболически
активного 4 положения [6]. Лишённая N-концевого
сигнального пептида внеклеточная RNLS, 
по-видимому, подвергается протеолитическому
процессингу [7] с образованием RNLS-пептидов,
которые и опосредуют эффекты этого 
внеклеточного белка. 

Одним из наиболее интересных пептидов RNLS,
привлекающих внимание исследователей, 
стал пептид RP220 — 20-членный пептид,
соответствующий аминокислотной последовательности
RNLS 220–239 [5, 8]. В пользу его критически 
важной регуляторной роли свидетельствует тот факт,
что именно этот пептид воспроизводит ряд эффектов
внеклеточной RNLS [5, 8]. Следует отметить, 
что последовательность RP220 содержит несколько

участков расщепления внеклеточными и
циркулирующими в крови протеазами, которые 
могут образовывать несколько пептидов, включая
RP224-232 иRP233-239, соответствующие фрагментам
последовательности RNLS 224–232 и 233–239,
соответственно [7, 9].

Биосенсорное исследование взаимодействия
модельных внутриклеточных белков, связывающихся
с пептидомRP220 [10], показало, что пептид RP224-232
также взаимодействовал с исследованными
модельными белками, демонстрируя сопоставимое 
с RP220 сродство. Последнее свидетельствовало 
в пользу того, что аминокислотные последовательности,
наиболее важные в контексте взаимодействия RP220
со своими (во всяком случае, модельными) мишенями,
включали остатки 224-VSIDNKKRN-232 [9].

Это позволило предположить, что возможное
протеолитическое расщепление двадцатичленного
пептида RP220 с образованием пептида RP224-232
незначительно влияет на качественный состав
фракций белков, связавшихся с этими пептидами [9].
Однако взаимодействие RP233-239 с потенциальными
тканевыми мишенями исследовано не было. 
В связи с этим целью настоящей работы было
сравнительное протеомное профилирование ткани
почек нормотензивных и гипертензивных крыс 
с использованием пептидов RP224-232 и RP233-239.
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Реналаза (RNLS) — вовлечённый в регуляцию артериального давления белок, которому свойственны
различные функции внутри и снаружи клеток. Двадцатичленный пептид RP220, соответствующий аминокислотной
последовательности RNLS человека 220–239, воспроизводит ряд эффектов внеклеточной RNLS и может связываться
со многими внутриклеточными белками почек. Последовательность RP220 содержит несколько участков
расщепления внеклеточными протеазами, в том числе с образованием пептидов RP224-232 и RP233-239. 
Целью настоящей работы было протеомное профилирование ткани почек нормотензивных крыс Wistar Kyoto (WKY)
и крыс со спонтанной гипертензией SHR (spontaneously hypertensive rats), полученных на основе WKY, 
с использованием потенциальных протеолитических фрагментов (RP224-232 и RP233-239) пептида RP220 
в качестве аффинных лигандов, в сравнении с данными для исходного пептида RP220. Полученные результаты
свидетельствуют о том, что относительное содержание связавшихся с RNLS-пептидами белков SHR крыс 
по сравнению с таковым у крыс WKY наиболее ярко изменяется у пептида RP224-232. Практически 
все эти белки, за редким исключением, ассоциированы с сердечно-сосудистой патологией, многие 
с гипертензией. Таким образом, протеолитический процессинг RP220 приводит не к инактивации данного 
пептида, но к изменению его лигандных/регуляторных свойств, а также репертуара потенциальных 
белков-партнёров и, следовательно, белок-белковых взаимодействий, которые могут иметь возможное
фармакологическое применение. 
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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). Девятичленный пептид
RNLS RP224-232 (VSIDNKKRN) и семичленный
пептид RNLS RP233-239 (IESSEIG), аминокислотные
последовательности которых соответствуют
фрагментам пептида реналазы человека RP220-239
(CIRFVSIDNKKRNIESSEIG), были синтезированы 
в фирме “БелкиАнтитела” (Россия). Чистота каждого
из этих пептидов составляла 98%.Остальные реактивы
были отечественного производства максимально
доступной чистоты.

Экспериментальные животные

В экспериментах использовали 14-недельных
крыс-самцов нормотензивных крыс линии Wistar Kyoto
(WKY) (n=6; артериальное давление 110–120 мм рт. ст.)
и крыс со спонтанной гипертензией (SHR) 
(spontaneously hypertensive rats) (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)
(буфер А) и разводили этим буфером 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 Bradford [11]. 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 фрагментов пептида RP220,
иммобилизованного на бромциан-активированной
сефарозе 4B

Ковалентное связывание фрагментов RP224-232 и
RP233-239 пептида RP220 с бромциан-активированной
сефарозой 4В (CNBr-сефароза) осуществляли

согласно стандартному протоколу иммобилизации
белков/пептидных лигандов [12]. Для определения
неспецифически связывающихся с аффинным
сорбентом белков использовали контрольную
бромциан-активированную сефарозу, которую
подвергали тем же процедурам, но без добавления
пептидов RNLS.

К аффинному носителю, промытому 
буфером А, добавляли лизат ткани почек крыс 
с концентрацией 2 мг/мл. Образцы инкубировали 
в течение ночи в суспензии (1:1) при 4°С и
осторожном перемешивании (при добавлении
коктейля ингибиторов протеаз в концентрации,
рекомендованной производителем). Последующие
процедуры осуществляли при комнатной температуре.
После отмывания неспецифически связавшихся
белков буфером А c 0,3 М NaCl до исчезновения 
белка в промывных водах (контроль по D280)
проводили элюцию 0,2 М глициновым буфером, 
рН 2,8, содержащим 0,5 М NaCl (скорость элюции
составляла 0,5 мл/мин). Элюат концентрировали 
до объёма 250 мкл с помощью мембранных фильтров
Amicon Ultra, как рекомендовано производителем.
Затем осаждали белки смесью хлороформ-этанол, 
как описано в [13].

Идентификация и сравнение относительного
содержания связавшихся с иммобилизованными
фрагментами пептида RP220 белков крыс 
линии WKY и SHR

Подготовку проб для масс-спектрометрического
анализа (восстановление дисульфидных связей,
алкилирование сульфгидрильных групп и трипсинолиз)
проводили на мембранных центрифужных фильтрах,
как описано в [14].

Масс-спектрометрический анализ осуществляли
с использованием оборудования центра коллективного
пользования “Протеом человека” (Институт
биомедицинской химии имени В.Н. Ореховича
(ИБМХ)). Условия масс-спектрометрического анализа
подробно приведены в [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Протеомное профилирование связавшихся 
с фрагментами пептида RP220 белков почек
нормотензивных крыс и крыс со спонтанной
гипертензией (SHR) выявило достаточно большое
количество белков, относительное содержание
которых увеличивалось в случае гипертензивных
животных. Для пептида RP224-232 этот показатель
составлял 106, для пептида RP233-239 — 118 (табл. 1,
рис. 1, табл. S1 и S3 Дополнительных материалов). 
В обоих случаях это количество было несколько
больше, чем в случае пептида RP220 (98) [10]. 
Во всех трёх случаях среди белков, относительное
содержание которых увеличивалось у крыс SHR,
преобладали белки, вовлечённые в регуляцию
экспрессии генов, клеточного деления и
дифференцировки. При этом количество связавшихся
с пептидом RP220 белков, относительное 
содержание которых снижалось у крыс SHR, было
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значительно выше, чем в случае его фрагментов
RP224-232 и RP233-239 (соответственно 90, 55 и 14)
(табл. 1, рис. 1, табл. S2 и S4 Дополнительных
материалов). Как в случае пептида RP220, 
так и в случае его фрагмента RP224-232 преобладали
белки, вовлечённые в регуляцию экспрессии генов,
клеточного деления и дифференцировки, а также
белки цитоскелета, транспорта и экзоцитоза (табл. 1).

Белки, относительное содержание которых 
выше у крыс SHR, равномерно распределяются 
по множествам общих для всех трёх пептидов 
RP220, RP224-232 и RP233-239 и индивидуальным
множествам для каждого из этих пептидов 
(31, 33, 39 и 45 белков соответственно). 
Сорок пять общих белков с изменяющимся
относительным содержанием у гипертензивных
животных по сравнению с нормотензивными (WKY)
крысами выявлено для пептида RP220 и его фрагмента
RP224-232; 51 общий белок соответственно 
у пептида RP220 и его фрагмента RP233-239 (рис. 1А).
Количество белков с уменьшающимся относительным
содержанием у крыс SHR, общее для пептида RP220 и

его фрагмента RP224-232 (36 белков), было также
сравнимо с числом соответствующих белков, 
сорбент-специфичных для пептида RP220 (48), 
и превышает число белков, специфичных для пептида
RP224-232 (18). В случае пептида RP233-239
количество белков с уменьшающимся относительным
содержанием у крыс SHR по сравнению с крысамиWKY
незначительно (всего 14) (табл. 1, рис. 1Б).

Изменение относительного содержания белков 
у крыс SHR по сравнению с крысами WKY особенно
наглядно проявляется в случае фрагмента RP224-232.
Например, для фруктозо-1,6-бисфосфатазы 1
происходит увеличение относительного содержания
более чем в 2000 раз. Значительно увеличивается
относительное содержание рибосомных белков 
60S субчастицы: L4, L6, L7a, L8, L9, L11, L12, L18,
L18a, L22, L23a, L30 (от 20 до более чем в 230 раз), 
а также рибосомных белков 40S субчастицы: 
S3, S4, S7, S8, S12, S13, S15a, S20, S23, S25 
(от 20 до почти в 100 раз) (табл. 2, рис. 2).
Относительное содержание связавшейся с пептидом
RP224-232 каталазы возрастает у гипертензивных крыс
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Рисунок 1. Связавшиеся с пептидом RP220 и его фрагментами RP224-232 и RP233-239 белки, относительное
содержание которых изменяется для почек гипертензивных крыс по сравнению с почками нормотензивных
животных. А – увеличение относительного содержания. Б – уменьшение относительного содержания.

Таблица 1. Распределение RP220-, RP224-232- и RP233-239-связывающихся белков почек, относительное содержание
которых изменяется у крыс SHR, по функциям*

Примечание. *Составлена по результатам данных, приведённых в таблицах Дополнительных материалов S1–S4.
Данные по пептиду RP220 взяты из статьи [10].

Функции

Количество белков с увеличенным
относительным содержанием 

у крыс SHR по сравнению с WKY

Количество белков с уменьшенным
относительным содержанием 

у крыс SHR по сравнению с WKY

RP220 RP224-232 RP233-239 RP220 RP224-232 RP233-239

Генерация энергии и углеводный обмен 14 16 23 8 6 1

Цитоскелет, транспорт и экзоцитоз 12 9 19 30 25 3
Передача сигнала и регуляция
активности ферментов 10 8 10 10 4 2

Антиоксидантные и защитные свойства 15 16 21 8 5 1
Регуляция экспрессии генов, клеточного
деления и дифференцировки 33 49 33 31 14 6

Метаболизм белков, аминокислот и
других азотистых соединений 10 5 8 3 1 0

Метаболизм липидов 4 3 4 0 0 1

Всего 98 106 118 90 55 14
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№ Номер 
в базе Uniprot Ген по Uniprot Название белка по Uniprot

Ф
ун
кц
ии

Локализация

Кратное
увеличение

Роль при
сердечно-
сосудистой
патологииRP224-232 RP220

1 P00502 Gsta1 Glutathione S-transferase alpha-1 4 Ц 65,325 — —

2 P04762 Cat Catalase 4 П, Мх, ЭПР 233,931 — [16]

3 P08461 Dlat

Dihydrolipoyllysine-residue
acetyltransferase component 
of pyruvate dehydrogenase
complex, mitochondrial

1 Мх 65,208 — [17, 18]

4 P12001 Rpl18 60S ribosomal protein L18 5 Ц, ЭПР 21,946 4,708 [19–22]

5 P17077 Rpl9 60S ribosomal protein L9 5 Ц 45,834 2,780 [19–22]

6 P19112 Fbp1 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 1 Ц 2246,794 159,786 [23–25]

7 P21533 Rpl6 60S ribosomal protein L6 5 Ц, ЭПР 80,472 10,585 [19–22]

8 B2RYU2 Rpl12 60S ribosomal protein L12 5 Ц 20,468 2,842 [19–22]

9 P26772 Hspe1 10 kDa heat shock protein,
mitochondrial 4 Мх 28,237 2,487 [26]

10 P48721 Hspa9 Stress-70 protein, mitochondrial 4 Мх, Я 49,776 6,783 [27]

11 P50137 Tkt Transketolase 1 Ц 50,538 4,387 [28]

12 A0A0H2UHG7 Rps20 40S ribosomal protein S20 5 Ц, Я 97,196 1,552 [19–22]

13 B5DEL9 Rps7 40S ribosomal protein S7 5 Ц 20,036 0,254 [19–22]

14 B2RYR8 Rps8 40S ribosomal protein S8 5 Ц 19,428 — [19–22]

15 P62246 Rps15a 40S ribosomal protein S15a 5 Ц 21,890 1,697 [19–22]

16 P62250 Rps16 40S ribosomal protein S16 5 Ц 96,403 3,646 [19–22]

17 P62268 Rps23 40S ribosomal protein S23 5 Ц, ЭПР 18,155 — [19–22]

Таблица 2. Связавшиеся с пептидом RP224-232 белки почек крысы, относительное содержание которых
увеличивается у гипертензивных животных по сравнению с нормотензивными в 18 и более раз

Рисунок 2. Связавшиеся с пептидом RP224-232 белки почек гипертензивных крыс, относительное содержание
которых увеличивается по сравнению с контрольными животными (обозначены гены, кодирующие белки, изменение
относительного содержания которых наиболее выражено). На врезке – то же без фруктозо-1,6-бисфосфатазы 1.
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Таблица 2. Связавшиеся с пептидом RP224-232 белки почек крысы, относительное содержание которых
увеличивается у гипертензивных животных по сравнению с нормотензивными в 18 и более раз (продолжение)

Примечание. Здесь и в таблицах 3–5 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: Ц – цитоплазма, Я – ядро, М – мембраны, ПМ – плазматическая мембрана, Мх – митохондрии,
ЭПР – эндоплазматический ретикулум, Ве – везикулы, П – пероксисомы, С – секретируемые белки.
Здесь и в таблицах 3–5 данные по изменению относительного содержания белков почек гипертонических животных
(по сравнению с контрольными), связавшихся с пептидом RP220, взяты из статьи [10].
Для удобства поиска названия белков приведены в том виде, в котором они фигурируют в базе данных Uniprot.
Статистическая величина -LOG(P-значение) для показателей относительного содержания белков, связавшихся 
с пептидом RP224-232, в пределах диапазона значений (2,13–7,57), более подробные данные приведены в таблице S1
Дополнительных материалов.

№ Номер 
в базе Uniprot Ген по Uniprot Название белка по Uniprot

Ф
ун
кц
ии

Локализация

Кратное
увеличение

Роль при
сердечно-
сосудистой
патологииRP224-232 RP220

18 P62278 Rps13 40S ribosomal protein S13 5 Ц 70,031 1,998 [19–22]

19 F1M013 Rpl7a 60S ribosomal protein L7a 5 Ц 38,699 4,383 [19–22]

20 X1WI37 Rps4x 40S ribosomal protein S4 5 Ц 53,085 — [19–22]

21 P62718 Rpl18a 60S ribosomal protein L18a 5 Ц 68,526 9,815 [19–22]

22 P62752 Rpl23a 60S ribosomal protein L23a 5 Ц, Я 27,412 — [19–22]

23 F1M6F4 AABR07071294.1 40S ribosomal protein S25 5 Ц 44,576 — [19–22]

24 P62890 Rpl30 60S ribosomal protein L30 5 Ц 232,335 — [19–22]

25 P62909 Rps3 40S ribosomal protein S3 5 Ц, М, Мх, Я 47,671 1,557 [19–22]

26 P62914 Rpl11 60S ribosomal protein L11 5 Ц, Я 18,267 1,141 [19–22]

27 P62919 Rpl8 60S ribosomal protein L8 5 Ц 158,494 — [19–22]

28 P63039 Hspd1 60 kDa heat shock protein,
mitochondrial 4 Мх 33,250 — [29]

29 G3V7J0 Aldh6a1 Aldehyde dehydrogenase 6 family,
member A1 6 Мх, Я 29,684 9,952 [30]

30 Q5XIM9 Cct2 T-complex protein 1 subunit beta 4 Ц 19,979 0,403 —

31 Q6Q0N1 Cndp2 Cytosolic non-specific dipeptidase 6 Ц 32,478 — —

32 Q7TPB1 Cct4 T-complex protein 1 subunit delta 4 Ц 19,860 2,344 [30]

33 Q8VID1 Dhrs4 Dehydrogenase/reductase 
SDR family member 4 7 П 99,405 — —

34 Q9ER34 Aco2 Aconitate hydratase, mitochondrial 1 Мх 44,971 4,512 [31]

35 Q9WVK3 Pecr Peroxisomal trans-2-enoyl-CoA
reductase 7 П 115,331 — —

36 B5DFA0 Vil1 Vil1 protein 2 Ц 272,801 144,387 —

37 D4AC23 Cct7 T-complex protein 1 subunit eta 4 Ц 39,470 — [30]

38 M0R907 Snrpd3 Small nuclear ribonucleoprotein
Sm D3 5 Ц, Я 46,080 — —

39 Q5M8C3 Serpina4

Serine (or cysteine) proteinase
inhibitor, clade A (alpha-1
antiproteinase, antitrypsin),
member 4

3 Ц 33,328 — [32, 33]

40 P45953 Acadvl Very long-chain specific acyl-CoA
dehydrogenase, mitochondrial 7 Мх 43,635 — [34]

41 P04276 Gc Vitamin D-binding protein 2 С 84,305 — [35]

42 Q6P3V9 Rpl4 60S ribosomal protein L4 5 Ц 25,888 — [19–22]

43 P47198 Rpl22 60S ribosomal protein L22 5 Ц 45,322 2,552 [19–22]



более, чем в 230 раз, глутатион-S-трансферазы 
альфа-1 — более чем в 65 раз, дигидролипоилтранс-
ацетилазного компонента пируватдегидрогеназного
комплекса — в 65 раз, транскетолазы — в 50 раз,
дегидрогеназы/редуктазы 4 семейства SDR — 
почти в 100 раз, пероксисомной транс-2-еноил-
коэнзим А редуктазы — в 115 раз, виллина — 
более чем в 270 раз, витамин Д-связывающего белка —
в 84 раза, митохондриальной аконитатгидратазы — 
в 45 раз, ацил-КоА-дегидрогеназы жирных кислот 
с очень длинной цепью — почти в 44 раза, малого
ядерного рибонуклеопротеина Sm D3 — в 46 раз
(табл. 2, рис. 2). В 20–40 раз увеличивается
относительное содержание различных субъединиц 
Т-комплекса, в 20–50 раз — относительное содержание
ряда белков теплового шока (табл. 2, рис. 2).

При этом практически все связавшиеся 
с пептиднымифрагментамиRP220 белки, изменяющие
своё относительное содержание у крыс SHR 
по сравнению с контрольными животными, за редким
исключением, имеют отношение к развитию
сердечно-сосудистой патологии (соответствующие
литературные ссылки приведены в таблицах 2–5).
Например, фруктозо-1,6-бисфосфатаза — 
один из регуляторных ферментов глюконеогенеза; 
её содержание повышено при метаболическом
синдроме. На моделях с участием животных 
показано, что нарушения в метаболизме фруктозы
приводят не только к ожирению и диабету, 
но и к гипертензии [23–25].

Обращает на себя внимание увеличение
относительного содержания у крыс SHR большого
количества рибосомных белков, связавшихся 
с пептидом RP224-232. Известно, что, помимо 
участия в процессе трансляции, рибосомные белки
выполняют множество экстра-рибосомных функций,
связанных с пролиферацией, дифференциацией,
репарацией ДНК, апоптозом и другими клеточными
процессами. Дисфункция рибосомных белков связана
с развитием онкологических, гематологических,
метаболических и в том числе сердечно-сосудистых
заболеваний [19–22]. В частности, показана роль
рибосомного белка L17 в регуляции пролиферации
клеток гладкой мускулатуры сонной артерии [36].

Относительное содержание ключевого
антиоксидантного фермента каталазы, связавшейся 
с пептидом RP224-232, увеличивается у крыс SHR
более чем в 230 раз. Есть данные о том, 
что сверхэкспрессия каталазы в клетках 
проксимальных канальцев почек у особой линии
трансгенных мышей приводила к нормализации
окислительного стресса, предотвращала гипертензию,
нормализовала уровень экспрессии ангиотензин-
превращающего фермента 2, улучшала клубочковую
фильтрацию, предотвращала альбуминурию,
гипертрофию почек, тубулоинтерстициальный фиброз,
апоптоз, подавляла экспрессию профиброзных и
проапоптотических генов [16].

Среди связавшихся с пептидом RP224-232 
белков, относительное содержание которых
уменьшается у крыс SHR, выделяется стратифин
(уменьшение в 250 раз) (табл. 3, рис. 3). Заметно

снижено относительное содержание связавшихся 
с RP224-232 аннексинов А1 и А2, тяжёлой цепи
миозина 9, калнексина, 5 цепи тубулина бета, фактора
элонгации 2 (в 48, 12, 19, 6, 6, 8 раз соответственно)
(табл. 3, рис. 3).

Стратифин (14-3-3 сигма) относится к семейству
14-3-3 белков, которые участвуют в регуляции
многочисленных внутриклеточных процессов.
Повышенный уровень стратифина выявлен в клетках
эндотелия пациентов и у линии крыс с лёгочной
гипертензией. Интенсивно изучаются мишени
сигнальных путей, активируемых с участием 
этого белка [50]. Аннексин А1 — глюкокортикоид-
регулируемый белок с противовоспалительным и
регуляторным действием, препятствует возрастным
изменениям сердечно-сосудистой системы и
регулирует артериальное давление. Мыши, лишённые
гена аннексина А1, демонстрируют структурные и
функциональные сердечно-сосудистые нарушения:
высокое артериальное давление, нарушение
сердечной деятельности, гипертрофию сердца,
заметное ремоделирование сосудов, воспаление и
преждевременное старение [38]. Миозин 9 —
клеточный миозин, играющий роль в цитокинезе,
реорганизации цитоскелета, секреции и других
клеточных процессах. Показана корреляция между
гипертензией и генным полиморфизмом тяжёлой цепи
миозина 9 у больных хронической почечной болезнью
в Китае [49].

Из таблиц 2 и 3 видно, что в случае 
пептида RP224-232 (фрагмента пептида RP220)
практически во всех случаях кратность изменения 
относительного содержания белков у гипертонических
крыс по сравнению с контрольными животными
превышает таковую для исходного пептида RP220,
чего нельзя сказать о фрагменте RP233-239 
по сравнению с исходным пептидом RP220 (табл. 4 и 5). 

Относительное содержание каталазы, глутатион-
S-трансферазы альфа-1, дигидролипоилтранс-
ацетилазного компонента пируватдегидрогеназного
комплекса у крыс SHR увеличивается по сравнению 
с контрольными в случае пептида RP224-232 
в 234 раза, в 65 раз и в 65 раз соответственно, а в случае
пептида RP220 вообще не меняется. Относительное
содержание фруктозо-1,6-бисфосфатазы 1, связавшейся
с пептидом RP224-232, увеличивается у крыс SHR 
по сравнению с контрольными почти в 2247 раз, 
а в случае пептида RP220 — в 159 раз. 
В случае 40S рибосомного белка S20 эта разница
составляет почти 65 раз, в случае транскетолазы —
более чем 11 раз, и так далее (табл. 2). То же самое
можно сказать и для белков, чьё относительное
содержание уменьшается у крыс SHR по сравнению 
с контролем. В случае пептида RP220 это уменьшение
почти для всех белков гораздо менее заметно, 
чем в случае его фрагмента RP224-232 (табл. 3). 

Для пептида RP233-239 изменения
относительного содержания связавшихся с ним белков
у крыс SHR не столь очевидны, как для пептида
RP224-232. Наиболее выражено увеличение
относительного содержания у фруктозо-1,6-
бисфосфатазы 1 (почти в 43 раза), каталазы (в 21 раз),
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оксидазы средне- и длинноцепочечных 
2-гидроксимонокарбоновых кислот (в 13 раз),
аргининосукцинатсинтазы (в 11 раз), транскетолазы 
(в 9 раз) (табл. 4, рис. 4). Уменьшение относительного
содержания белков, связавшихся с этим пептидом, 
у крыс SHR незначительно (менее, чем в 4 раза
по сравнению с контролем) (табл. 5, рис. 5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

RP220 — 20-членный пептид, который
соответствует фрагменту аминокислотной
последовательности RNLS, включающей 
остатки 220–239, и воспроизводит ряд эффектов [5, 8]. 
Он содержит несколько участков для потенциального
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Таблица 3. Связавшиеся с пептидом RP224-232 белки почек крысы, относительное содержание которых уменьшается
у гипертонических животных по сравнению с контрольными в 4 и более раз

Примечание. Статистическая величина -LOG(P-значение) для показателей относительного содержания белков,
связавшихся с пептидом RP224-232, в пределах диапазона значений (1,67–6,44), более подробные данные приведены
в таблице S2 Дополнительных материалов. 

№ Номер 
в базе Uniprot Ген по Uniprot Название белка по Uniprot

Ф
ун
кц
ии

Локализация

Кратное
уменьшение

Роль при
сердечно-
сосудистой
патологииRP224-232 RP220

1 P05197 Eef2 Elongation factor 2 5 Ц, Я 0,123 0,240 [37]

2 P07150 Anxa1 Annexin A1 2 ПМ, Ц 0,021 0,237 [38]

3 P16617 Pgk1 Phosphoglycerate kinase 1 1 Ц 0,246 0,466 [39]

4 P35565 Canx Calnexin 4 ЭПР 0,161 0,353 [40]

5 P68370 Tuba1a Tubulin alpha-1A chain 2 Ц, Мх 0,206 — [41]

6 P69897 Tubb5 Tubulin beta-5 chain 2 Ц 0,168 — [41]

7 P84245 H3-3b Histone H3.3 5 Я 0,205 0,296 [42]

8 Q07936 Anxa2 Annexin A2 2 ПМ, С 0,087 0,323 [43]

9 Q5XFX0 Tagln2 Transgelin-2 2 Ц 0,215 0,292 [44]

10 Q5XIF6 Tuba4a Tubulin alpha-4A chain 2 Ц 0,203 0,338 [41]

11 Q63279 Krt19 Keratin, type I cytoskeletal 19 2 Ц 0,080 — —

12 Q6P0K8 Jup Junction plakoglobin 2 Ц, М 0,136 1,989 [45]

13 Q9Z1P2 Actn1 Alpha-actinin-1 2 Ц, М, ПМ 0,231 — [46]

14 A7VJC2 Hnrnpa2b1 Heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins A2/B1 5 Ц, Я, С 0,254 — [47]

15 F1LMV6 Dsp Desmoplakin 2 ПМ, М 0,081 — [48]

16 P52296 Kpnb1 Importin subunit beta-1 3 Ц, Я 0,156 0,128 —

17 Q62812 Myh9 Myosin-9 2 Ц, Ве 0,052 — [49]

18 G3V9A3 Sfn Stratifin 5 Ц, Я 0,004 — [50]

Рисунок 3. Связавшиеся с пептидом RP224-232 белки почек гипертонических крыс, относительное содержание
которых уменьшается по сравнению с контрольными животными (обозначены гены белков, изменение
относительного содержания которых наиболее выражено).



расщепления внеклеточными и циркулирующими 
в крови протеазами, которые, по-видимому, 
могут образовывать несколько пептидов, включая
RP224-232 и RP233-239 [7, 9]. 

В данной работе мы продемонстрировали, 
что изменение относительного содержания
связавшихся с исследованными пептидами RNLS
белков гипертензивных (SHR) крыс по сравнению 
с таковым у нормотензивных (WKY) животных
наиболее ярко проявляется у пептида RP224-232.

Многие из этих белков ассоциированы 
с сердечно-сосудистой патологией, в том числе 
с гипертензией. Это свидетельствует в пользу 
того, что протеолитический процессинг RP220
приводит не к инактивации данного пептида, 
но к изменению его лигандных/регуляторных 
свойств, а также репертуара потенциальных 
белков-партнёров и, следовательно, белок-белковых
взаимодействий, которые могут иметь возможное
фармакологическое применение.
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Таблица 4. Связавшиеся с пептидом RP233-239 белки почек крысы, относительное содержание которых
увеличивается у гипертонических животных по сравнению с контрольными в 2 и более раз

Примечание. Статистическая величина -LOG(P-значение) для показателей относительного содержания белков,
связавшихся с пептидом RP233-239, в пределах диапазона значений (1,11–4,29), более подробные данные приведены
в таблице S3 Дополнительных материалов. 

№ Номер 
в базе Uniprot Ген по Uniprot Название белка по Uniprot

Ф
ун
кц
ии

Локализация

Кратное
увеличение

Роль при
сердечно-
сосудистой
патологииRP233-239 RP220

1 O70351 Hsd17b10 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
type-2 7 Мх 4,919 — —

2 P02761 Mup Major urinary protein 3 Ц, С 8,589 19,433 [51]

3 P04762 Cat Catalase 4 П, Ц 21,061 — [16]

4 P05065 Aldoa Fructose-bisphosphate aldolase A 1 Ц 6,666 — [52]

5 Q6LDS4 Sod1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 4 Ц, Я 6,793 — [53, 54]

6 P07756 Cps1 Carbamoyl-phosphate synthase
[ammonia], mitochondrial 6 Мх, Я 8,299 — [55]

7 P08461 Dlat

Dihydrolipoyllysine-residue
acetyltransferase component 
of pyruvate dehydrogenase
complex, mitochondrial

1 Мх 8,805 — [18]

8 P09034 Ass1 Argininosuccinate synthase 6 Ц 11,096 12,192 [56]

9 P17077 Rpl9 60S ribosomal protein L9 5 Ц 4,488 2,780 [19, 20]

10 P17764 Acat1 Acetyl-CoA acetyltransferase,
mitochondria 7 Мх 2,348 — [57]

11 P19112 Fbp1 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 1 Ц 42,678 159,814 [58]

12 P49242 Rps3a 40S ribosomal protein S3a 5 Ц, Я 3,639 — [19, 20]

13 P50137 Tkt Transketolase 1 Ц 9,717 4,387 —

14 P62271 Rps18 40S ribosomal protein S18 5 Ц 4,293 — [19–22]

15 P62718 Rpl18a 60S ribosomal protein L18a 5 Ц 8,270 9,817 [19–22]

16 P62755 Rps6 40S ribosomal protein S6 5 Ц, Я 4,647 — [19–22]

17 P98158 Lrp2 Low-density lipoprotein 
receptor-related protein 2 3 ПМ, ЭПР, М 5,253 117,621 [59–61]

18 Q07523 Hao2 2-Hydroxyacid oxidase 2 7 П 13,392 202,39 [62]

19 Q60587 Hadhb Trifunctional enzyme subunit beta,
mitochondrial 7 Мх 4,854 9,666 [63]

20 Q63716 Prdx1 Peroxiredoxin-1 4 Ц 5,015 10,14 [64–66]

21 Q9ER34 Aco2 Aconitate hydratase, mitochondrial 1 Мх 4,510 4,512 [31]

22 Q9Z0V6 Prdx3 Thioredoxin-dependent peroxide
reductase, mitochondrial 4 Ц, ЭПР, Мх 5,577 — —

23 D4ACB8 Cct8 T-complex protein 1 subunit theta 4 Ц, Мх 4,536 2,294 —

24 P20760 Igg-2a Ig gamma-2A chain C region 4 Ц 4,468 — —

25 Q6P3V9 Rpl4 60S ribosomal protein L4 5 Ц 6,506 — [19–22]
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от 1 апреля 2016 г. “Об утверждении правил
надлежащей лабораторной практики”.
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Рисунок 4. Связавшиеся с пептидом RP233-239 белки почек гипертонических крыс, относительное содержание
которых увеличивается по сравнению с контрольными животными (обозначены гены белков, изменение
относительного содержания которых наиболее выражено).

Рисунок 5. Связавшиеся с пептидом RP233-239 белки почек гипертонических крыс, относительное содержание
которых уменьшается по сравнению с контрольными животными (обозначены гены белков, изменение
относительного содержания которых наиболее выражено).
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Таблица 5. Связавшиеся с пептидом с пептидом RP233-239 белки почек крысы, относительное содержание которых
уменьшается у гипертонических животных по сравнению с контрольными
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связавшихся с пептидом RP233-239, в пределах диапазона значений (1,00–3,56), более подробные данные приведены
в таблице S4 Дополнительных материалов. 
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INTERACTION OF KIDNEY PROTEINS OF NORMAL AND HYPERTENSIVE RATS 
WITH FRAGMENTS OF RENALASE PEPTIDE RP220
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Renalase (RNLS) is a protein involved in the regulation of blood pressure; it has various functions inside and
outside cells. The twenty-membered peptide RP220, corresponding to the amino acid sequence of human RNLS 220–239,
reproduces a number of effects of extracellular RNLS and can bind to many intracellular proteins in the kidney. 
The RP220 sequence contains several cleavage sites for extracellular proteases, which could potentially produce
RP224-232 and RP233-239 peptides. The aim of this work was to perform proteomic profiling of kidney tissue from
normotensive Wistar Kyoto (WKY) rats and spontaneously hypertensive rats (SHR) derived from WKY, using potential
proteolytic fragments (RP224-232 and RP233-239) of the RP220 peptide as affinity ligands, and to compare these
proteomic profiles with the profiles obtained using the parent RP220 peptide. The obtained results indicate that the relative
content of proteins bound to the RNLS peptides in SHR, compared to that in WKY rats, changes most significantly 
in the case of the RP224-232 peptide.Almost all of these proteins, with a few exceptions, are associated with cardiovascular
pathology, many with hypertension. The results of our work indicate that proteolytic processing of RP220 does not lead
to the inactivation of this peptide, but to a change in its ligand/regulatory properties, as well as the repertoire of potential
protein partners and, consequently, protein-protein interactions that may have possible pharmacological application.

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

Keywords: renalase; renalase peptides RP220, RP224-232, and RP233-239; arterial hypertension; WKY and SHR rats;
proteomic profiling of kidney tissue
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