
ВВЕДЕНИЕ

Реналаза (RNLS) — открытый в 2005 г. белок,
которому свойственны различные функции внутри и
снаружи клеток [1–5]. Внутриклеточная RNLS — 
FAD-зависимая оксидоредуктаза (КФ 1.6.3.5),
ответственная за окисление изомерных форм 
β-NAD(P)H, восстановленных по 2 или 6 положению
никотинамидного кольца (вместо метаболически
активного 4 положения) [2, 5, 6]. Внеклеточная RNLS,
теряющая N-концевой сигнальный пептид 
в процессе секреции этого белка во внеклеточное
пространство, осуществляет регуляторные эффекты
при помощи некаталитических (и FAD-независимых)
механизмов [7–10].

Согласно представленной в GenBank 
информации [11], ген реналазы локализован 
на 10 хромосоме в позиции GRCh38.p14 и состоит 
из 411796 нуклеотидов DNA (NC_000010.11). 
По данным автоматизированного вычислительного
анализа с использованием метода прогнозирования
генов BestRefSeq, возможно существование нескольких
транскрипционных вариантов гена RNLS.

Основной транскрипционный вариант (1),
кодирующий изоформу RNLS1, включает семь экзонов
(нуклеотиды: 1..246, 1012..1117, 1610..1752,
10258..10416, 220594..220767, 268678..268853,
297813..299217); его мРНК, насчитывающая 
2409 нуклеотидов (NM_001031709.3), кодирует
белковый продукт (NP_001026879.2), состоящий 

из 342 аминокислотных остатков (a.о.) с расчётной
молекулярной массой 37,85 кДа (рис. 1). Эта изоформа
преимущественно обнаруживается в клубочках и
проксимальных канальцах, а также в кардиомиоцитах,
печени и скелетных мышцах [1], и периферических
нервах, жировой ткани и надпочечниках [12, 13].

Транскрипционный вариант 2, кодирующий
изоформу RNLS2, также включает семь экзонов
(нуклеотиды: 1..246, 1012..1117, 1610..1752,
10258..10416, 220594..220767, 268678..268853,
308287..309457); его мРНК, состоящая 
из 2175 нуклеотидов (NM_018363.4), кодирует
белковый продукт из 315 a.о. с расчётной
молекулярной массой 34,95 кДа. Транскрипционный
вариант 2, кодирующий RNLS2, имеет 6 экзонов,
идентичных транскрипционному варианту 1, 
и отличается от него последним (десятым) 
экзоном, кодирующим C-концевой участок 
этого белка (рис. 1). В скелетных мышцах 
человека была выявлена мРНК RNLS(2?) длиной
около 2,4 тыс. нуклеотидов, соответствующая 
по длине транскрипционному варианту 2 [1]. 
С помощью полимеразной цепной реакции в реальном
времени (ОТ-ПЦР) в надпочечниках человека, 
в левом желудочке и гипоталамусе также были
обнаружены несколько специфичных транскриптов
изоформы RNLS2 [12, 13]. Однако за исключением
рекомбинантной RNLS2 человека, экспрессированной
в клетках Escherichia coli [13, 14], о белковом 
продукте RNLS2 практически ничего не известно.
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Неясно, прежде всего, в какой мере многочисленные
результаты определения RNLS в биологических
жидкостях и тканях человека [7, 8, 15] могут отражать
изоформ-специфичные сдвиги этого белка.

Уровень белка RNLS в клетках и биологических
жидкостях количественно оценивают при помощи
коммерчески доступных антител, обычно
моноклональных антител к RNLS человека, 
с использованием метода иммуноферментного
анализа (ИФА) или метода Вестерн-блот анализа 
[7, 8, 15, 16]. Относительно недавно был предложен
метод масс-спектрометрического определения RNLS 
с использованием протеотипического пептида,
меченного стабильными изотопами; этот пептид
включает 100–116 а.о, общие для основных форм
этого белка [17].

Для получения (коммерчески доступных)
антиреналазных антител обычно используют
синтетические пептиды RNLS различной длины, 
реже полноразмерные рекомбинантные RNLS1,
экспрессированные в клетках E. coli, например [18]. 
В связи с этим остаётся неясным, насколько
полученные антитела могут быть специфичны 
в отношении RNLS1 и RNLS2.

Ранее нами было показано, что поликлональные
антитела против полноразмерной RNLS1 практически
одинаково взаимодействовали с рекомбинантной
RNLS1 человека и с рекомбинантной RNLS крысы [19].

Целью данной работы было исследование
взаимодействия рекомбинантных RNLS1 и RNLS2, 
а также C-концевых последовательностей этих белков,
кодируемых альтернативными 9 и 10 экзонами 
и полученных в виде слитых (fusion) 
с дигидрофолатредуктазой белков (DHFR-RNLS-9ex 
и DHFR-RNLS-10ex) [20] с двумя видами
антиреналазных антител.

МЕТОДИКА

Реактивы
В работе использовали антитела: 

(1) Pokard-RNLS-AB — поликлональные
антиреналазные антитела овцы, наработанные 
по запросу авторов фирмой “Покард” (Россия). 
В качестве иммуногена была использована
полноразмерная рекомбинантная RNLS1 (а.о. 1–342),
содержащая на N-конце добавочную

гексагистидиновую (6хHis) метку; целевой белок 
был экспрессирован в клетках E. coli [13, 21]; 
(2) PAC845Hu01 — моноклональные антитела мыши
(“Cloud-Clone Corp.”, США) против фрагмента
рекомбинантной RNLS1 (a.о. Ala18–Ile342),
экспрессированной в клетках E. coli. Наличие 
и положение (N- или C-концевое) a.о. остатка,
содержащего 6хHis метку, в клонируемом 
иммуногене RNLS1, производитель не приводит; 
(3) P-RAS Iss — конъюгат антител кролика 
к иммуноглобулинам овцы с пероксидазой хрена и 
(4) P-RAM Iss — конъюгат антител кролика 
к иммуноглобулинам мыши с пероксидазой хрена 
(оба произведены “ИМТЕК”, Россия).

Набор белковых маркеров для калибровки
молекулярной массы приобретен у (“Amersham”,
Великобритания). Остальные реактивы были
отечественного производства максимально 
доступной чистоты.

Выделение рекомбинантных белков RNLS1, RNLS2,
DHFR-RNLS-9ex и DHFR-RNLS-10ex

Рекомбинантные белки RNLS1 и RNLS2 были
экспрессированы в клетках E. coli, в виде белков,
содержащих N-концевую гексагистидиновую (6хHis)
метку [13, 21]. Молекулярная масса RNLS1 
составила 38 кДа, а RNLS2 — 35 кДа.
Рекомбинантные белки DHFR-RNLS-9ex и 
DHFR-RNLS-10ex были экспрессированы в клетках 
E. coli в виде слитых (fusion) белков, содержащих 
на N-конце 6хHis и дигидрофолатредуктазу
(dihydrofolatereductase — DHFR). Общая молекулярная
масса DHFR-RNLS-9ex составила 28,5 кДа, 
а DHFR-RNLS-10ex — 25,5 кДа [20]. 9 экзон RNLS1
кодирует пептид в 50 a.о., а 10 экзон RNLS2 
кодирует пептид в 23 a.о. (рис. 1). Выделение и
очистку рекомбинантных белков осуществляли
методом аффинной хроматографии с использованием 
Ni-агарозы в 8 М буферном растворе мочевины, 
как описано нами ранее [22].

Электрофорез белков в полиакриламидном геле (ПААГ)

Электрофорез белков проводили в ПААГ 
в присутствии додецилсульфата натрия (sodium dodecyl
sulfate, SDS) по методу Laemmli [23]. На гелевую
дорожку наносили исследуемый образец с общим
количеством белка 8 мкг.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ АНТИТЕЛ С ФРАГМЕНТАМИ РЕНАЛАЗ 1 И 2
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Рисунок 1. Экзонная организация гена RNLS (NC_000010.11). RNLS содержит 311794 нуклеотида и включает 
10 экзонов (782, 106, 143, 159, 174, 285, 176, 90, 1409 и 1169 нуклеотидов). Изоформа RNLS1 (NM_001031709.2)
включает экзоны 1, 2, 3, 4, 5, 7 и 9, которые кодируют 342 а.о. Каждый экзон кодирует 39, 36, 47, 53, 58 и 50 а.о.
соответственно. Изоформа RNLS2 (NM_018363.3) включает экзоны 1, 2, 3, 4, 5, 7 и 10, которые кодируют 315 а.о.
Каждый экзон кодирует 39, 36, 47, 53, 59 и 23 а.о. соответственно.



Вестерн-блот анализ

Вестерн-блоттинг с белковыми препаратами
(RNLS1, RNLS12, DHFR-RNLS-9ex иDHFR-RNLS-10ex)
проводили по методу Gallagher и соавт. с небольшими
модификациями, описанными ранее [13, 24], используя
в качестве антиреналазных антител Pokard-RNLS-AB
и PAC845Hu01. Вторичными антителами в этих
экспериментах служили P-RAS Iss и P-RAM Iss.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

RNLS1 — основная (если не единственная)
форма реналазы, обнаруженная в ряде органов
человека как на уровне мРНК, так и белка [25, 26]. 
Для количественного определения белка RNLS1
используют различные антиреналазные антитела,
которые дают далеко не всегда сопоставимые в разных
лабораториях результаты.

В наших экспериментах для проведения
сравнительного Вестерн-блот анализа взаимодействия
белков RNLS1 и RNLS2, DHFR-RNLS-9ex 
и DHFR-RNLS-10ex были использованы
поликлональные антитела Pokard-RNLS-AB и
моноклональные антитела PAC845Hu01.

Иммуногеном для получения антител 
Pokard-RNLS-AB служила рекомбинантная
полноразмерная RNLS1, содержащая на N-конце
гексагистидиновую метку; целевой белок был
экспрессирован в клетках E. coli (табл. 1).

Для получения моноклональных антител
PAC845Hu01 производитель (“Cloud-Clone Corp.”)
использовал полипептидный фрагмент, содержащий

а.о. Ala18–Ile342 RNLS1, который также был
экспрессирован в клетках E. coli. При этом данные 
о наличии и положении добавочной N- или C-концевых
а.о. последовательностей, содержащей 6хHis метку, 
в описании иммуногена RNLS1, использованного 
для получения антител, не представлены.

Для изучения взаимодействия антител 
с исследуемыми белками на электрофорез в 14% ПААГ
в присутствии SDS на дорожку наносили 
образец белка с общим количеством белка 8 мкг. 
На геле представлены препараты рекомбинантных
белков с молекулярной массой RNLS1 — 38 кДа,
RNLS2 — 35 кДа, DHFR-RNLS-9ex — 28,50 кДа 
и DHFR-RNLS-10ex — 25,56 кДа (рис. 2А; 
дорожки 2, 3, 4 и 5, соответственно).

Последующий Вестерн-блот анализ
взаимодействия антиреналазных антител показал, 
что как поликлональные антитела Pokard-RNLS-AB
(рис. 2Б), так имоноклональные антитела PAC845Hu01
(рис. 2В) практически одинаково эффективно
взаимодействовали со всеми исследованными
препаратами белков (рис. 2Б,В; дорожки 2, 3, 4 и 5),
включая рекомбинантный фьюжн-белок 
(DHFR-RNLS-10ex), содержащий аминокислотную
последовательность фермента DHFR, слитую 
с C-концевым пептидом RNLS2, кодируемым
альтернативным экзоном RNLS2. Другими 
словами, исследованные антитела помимо своих
непосредственных мишеней “узнавали” и 
другие белковые конструкции, отсутствующие 
в иммуногенах, использованных для выработки
антител. Причины этого явления требуют
дальнейшего изучения.

Федченко и др.
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Таблица 1. Препараты антител, использованные в Вестерн-блот анализе
Антитела Иммуноген RNLS Комментарий Производитель

Pokard-RNLS-AB а.о.: 1–342 
Иммуноген, включающий а.о., кодируемые
экзонами 1, 2, 3, 4, 5, 7 и 9 RNLS1 (рис. 1),
экспрессирован в клетках E. coli

«Покард», Россия

PAC845Hu01 а.о.: 18–342

Иммуноген не содержит сигнальную а.о.
экзона 1 и включает полностью а.о.,
кодируемые экзонами 2, 3, 4, 5, 7 и 9 RNLS1
(рис. 1); экспрессирован в клетках E. coli

«Cloud-Clone Corp.», США

Рисунок 2. Взаимодействие антител с препаратами реналаз: А – электрофорез белков в 14% ПААГ в присутствии SDS:
1 – маркеры белков различной молекулярной массы. Слева рисунка указана молекулярная масса белка: 75 кДа, 60 кДа,
37 кДа, 25 кДа и 20 кДа. 2 – RNLS1 с молекулярной массой 38 кДа. 3 – RNLS2 с молекулярной массой 35 кДа. 
4 – DHFR-RNLS-9ex с молекулярной массой 28,50 кДа. 5 – DHFR-RNLS-10ex с молекулярной массой 25,56 кДа. 
Б, В – Вестерн-блот анализ взаимодействия антител Pokard-RNLS-AB и PAC845Hu01 с препаратами RNLS,
обозначенными как на рисунке 2А. 



Возможно, именно недостаточная специфичность
препаратов антител к RNLS объясняет выраженные
вариации (достигающие нескольких порядков) 
в уровне этого белка, определенного при помощи
коммерческих наборов для ИФА в тканях и
биологических жидкостях человека, известные 
в литературе [14, 16, 27, 28].
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INTERACTION OF ANTIRENALASE ANTIBODIES WITH RECOMBINANT 
HUMAN RENALASES 1 AND 2 AND THEIR C-TERMINAL REGIONS 

ENCODED BY THE ALTERNATIVE EXONES

V.I. Fedchenko*, A.A. Kaloshin, S.A. Kaloshina, O.A. Buneeva, A.T. Kopylov, A.E. Medvedev

Institute of Biomedical Chemistry, 
10 Pogodinskaya str., Moscow, 119121 Russia; *e-mail: valfed38@yandex.ru

The interaction of antirenalase antibodies with full-length recombinant human renalases RNLS1 and RNLS2, 
as well as fragments of these proteins encoded by alternative exons 9 and 10 and expressed as fusion proteins 
with dihydrofolate reductase (DHFR) in Escherichia coli cells has been investigated. In this study we used 
custom made polyclonal antibodies to the full-length recombinant RNLS1 (amino acid residues (aa) 1–342), 
created by our request, as well as commercially available monoclonal antibodies to the renalase fragment (aa 18–342),
specific for the RNLS1 isoform. According to Western blot analysis, the antibodies interacted not only with recombinant
RNLS1 and RNLS2 preparations, but also with fusion proteins containing C-terminal sequences specific for these
isoforms (DHFR-RNLS-9ex and DHFR-RNLS-10ex). The results obtained indicate that the studied antibodies, 
in addition to their direct targets, also “recognized” other protein constructs of RNLS1 and RNLS2, which were absent
in the immunogen preparations used for antibody generation.

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

Keywords: polyclonal and monoclonal antirenalase antibodies; human renalase-1 (RNLS1); human renalase-2
(RNLS2); C-terminal regions encoded by alternative exons, fusion proteins DHFR-RNLS-9ex and DHFR-RNLS-10ex
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