
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) [5, 6],
которая осуществляет окисление изомерных форм 
β-NAD(P)H, восстановленных по 2 или 6 положению
никотинамидного кольца вместо метаболически
активного 4 положения [7]. При этом кофактор FAD
может быть “размещён” только в полноразмерном
белке, содержащем N-концевой пептид [8, 9].
Одновременно этот же N-концевой пептид
рассматривается как сигнал внеклеточной локализации
белка, который отщепляется в ходе секреции 
этого белка во внеклеточное пространство [10].
Внеклеточная RNLS, лишённая N-концевого пептида,
неспособна связывать FAD [9]. Она оказывает
различные защитные эффекты на клетку посредством
взаимодействия на рецепторные белки [11-14].
Детекция RNLS в крови свидетельствует в пользу
того, что этот белок может дистантно действовать 
на резидентные клетки различных органов [14].

Однако, по нашим данным, в крови не определяется
внутримолекулярный фрагмент, соответствующий
аминокислотным остаткам (a.o.) 100–116
последовательности RNLS [15, 16]. В прямых
экспериментах было показано, что кратковременная
инкубация рекомбинантной RNLS с препаратами
плазмы крови приводит к существенному снижению
уровня полноразмерного белка [17]. Всё это, очевидно,
свидетельствует в пользу того, что поступающая 
в кровеносное русло RNLS подвергается
протеолитическому процессингу [17], а образующиеся
при этом RNLS пептиды обладают собственной
биологической активностью. Биоинформатический
анализ, проведённый при помощи программ 
Peptide Cutter и Pro cleave, выявил потенциальные
сайты расщепления, а также протеолитические
ферменты, способные (или не способные),
осуществлять процессинг RNLS [17]. В связи с этим 
представляла интерес выборочная оценка действия
некоторых из таких пептидов на жизнеспособность
клеток. Ранее уже было показано, что пептид Дезира
RP-220 (20-членный пептид, соответствующий
аминокислотной последовательности RNLS 220–239)
влияет на выживаемость клеток [14].

184

Биомедицинская химия, 2023 том 69, вып. 3, с. 184–187.

ВЛИЯНИЕ РЕНАЛАЗНЫХ ПЕПТИДОВ НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ КЛЕТОК HepG2 И PC3

В.И. Федченко, Г.Е. Морозевич, А.Е. Медведев*

Научно-исследовательский институт биомедицинской химии имени В.Н.Ореховича, 
119121, Москва, Погодинская ул., 10; *эл. почта: professor57@yandex.ru

Реналаза (RNLS) — недавно открытый белок, который играет разные роли внутри и снаружи клеток.
Внутриклеточная RNLS представляет собой FAD-зависимую оксидоредуктазу (КФ 1.6.3.5), в то время как
внеклеточная RNLS, лишённая своего N-концевого пептида и кофактора FAD, проявляет различные защитные
эффекты при помощи некаталитических механизмов.Накапливается всё больше данных, чтоRNLS плазмы/сыворотки
не является интактным белком, секретируемым во внеклеточное пространство, а экзогенная рекомбинантная RNLS
эффективно разрушается при кратковременной инкубации с образцами плазмы человека. Некоторые синтетические
аналоги последовательности RNLS (например, пептид Дезира RP-220 — 20-членный пептид, соответствующий
аминокислотной последовательности RNLS 220–239) влияют на выживаемость клеток. Это свидетельствует о том,
что пептиды RNLS, образующиеся в ходе протеолитического процессинга, могут обладать собственной
биологической активностью. Основываясь на результатах недавнего биоинформатического анализа потенциальных
сайтов расщепления RNLS (Fedchenko et al., Medical Hypotheses, 2022) мы исследовали действие шести пептидов,
соответствующих нескольким фрагментам аминокислотной последовательности RNLS, включая RP-220 и 
его фрагмент (RP-224), на жизнеспособность двух линий раковых клеток человека: HepG2 (гепатома) и 
PC3 (рак предстательной железы). Два пептида RNLS (RP-207 и RP-220) концентрационно-зависимым 
образом снижали жизнеспособность клеток HepG2. Наиболее выраженный и статистически значимый эффект
(30–40% торможение роста клеток) отмечен при концентрации каждого пептида 50 мкМ. В экспериментах 
с клетками PC3 пять из шести пептидов RNLS оказывали влияние на жизнеспособность клеток. При этом 
RP-220 иRP-224 снижали жизнеспособность клеток, однако концентрационной зависимости этого эффекта в диапазоне
исследованных концентраций (1–50 мкМ) не наблюдалось. Три других пептида RNLS (RP-207, RP-233, RP-265)
повышали жизнеспособность клеток РС3 на 20–30%, но зависимости этого эффекта от концентрации исследуемых
пептидов обнаружено не было. Полученные данные свидетельствуют о том, что некоторые пептиды, образующиеся
в ходе протеолитического расщепления RNLS, могут влиять на жизнеспособность различных клеток, однако
проявление и направленность эффекта (увеличение или снижение жизнеспособности клеток) зависят от типа клеток,
на которые они действуют.
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В данной работе мы исследовали действие 
шести пептидов, соответствующих нескольким
фрагментам аминокислотной последовательности
RNLS, включая пептид Дезира RP-220 и 
его фрагмент (RP-224), на жизнеспособность двух
линий раковых клеток человека: HepG2 (гепатома) и
PC3 (рак предстательной железы).

МЕТОДИКА

В работе использовали клеточные линии 
PC3 (андроген-независимая аденокарцинома
предстательной железы) и HepG2 (карцинома печени),
поддерживаемые в коллекции клеточных культур
Института биомедицинской химии. Их культивировали
в среде RPMI-1640 (в случае PC3) или DMEM 
(в случае HepG2) (“ПанЭко”, Россия) с добавлением
10% эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone®,
“ThermoScientific”, США), 2 мM L-глутамина
(“ПанЭко”) и 1% гентамицина (“Биохимик”, Россия).
Пептиды RNLS, аминокислотные последовательности
которых приведены в таблице, синтезированы 
в фирме “БелкиАнтитела” (Россия). MTT (бромид 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия)
получен от “Sigma-Aldrich” (США). Все вещества
растворяли в деионизованной воде.

Культивирование клеток и определение 
их жизнеспособности при помощи МТТ теста

Клетки высевали в 96-луночный планшет
(“Costar”, США) в количестве 2×104 клеток/100 мкл 
на лунку и культивировали 24 ч при 37°C 
в атмосфере CO2 (5%). После этого среду удаляли 
и в свежей среде роста (100 мкл) добавляли
тестируемые соединения в конечных концентрациях 
1 мкМ; 5 мкМ; 10 мкМ; 25 мкМ; и 50 мкМ. 
Клетки инкубировали с пептидами RNLS 72 ч 
в тех же условиях. 

Влияние исследуемых пептидов RNLS 
на жизнеспособность клеток оценивали при помощи
МТТ-теста [18].Вкратце, после инкубации с пептидами
среду удаляли и в каждую лунку добавляли 
100 мкл MTT (1 мг/мл) в культуральной среде. 
После этого планшеты дополнительно инкубировали 
в течение 3 ч при температуре 37°С в атмосфере СО2.
Далее из планшетов удаляли среду и в каждую 
лунку добавляли по 100 мкл диметилсульфоксида
для растворения образовавшихся кристаллов
формазана, образовавшихся в живых клетках.
Оптическую плотность определяли при 570 нм 
с помощью планшетного анализатора GENiosPlus
(“TECAN”, Швейцария). Все приведённые 
данные представляют результаты трёх-четырёх
параллельных экспериментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Два из шести протестированных пептидов RNLS
(RP-207 и RP-220) снижали жизнеспособность 
клеток HepG2 концентрационно-зависимым образом
(рис. 1а). Наиболее выраженный и статистически
значимый эффект (30–40% торможение роста клеток)
отмечен при максимальной концентрации каждого
пептида (50 мкМ). Примечательно, что пептид RP-224,
содержащий девять аминокислотных остатков,
входящих в пептид Дезира (RP-220), практически 
не оказывал никакого влияния на жизнеспособность
клеток HepG2. 

В экспериментах с клетками PC3 пять 
из шести пептидов RNLS, оказывали влияние 
на жизнеспособность клеток (рис. 1б). При этом 
RP-220 и RP-224 снижали жизнеспособность клеток,
однако концентрационной зависимости этого 
в диапазоне исследованных концентраций (1–50 мкМ)
эффекта не наблюдалось. Три других пептида RNLS
(RP-207, RP-233, RP-265) повышали жизнеспособность
клеток РС3 на 20–30%, но зависимости этого 
эффекта от концентрации исследуемых пептидов
обнаружено не было. В отличие от экспериментов 
на клетках HepG2, действие RP-220 и RP-224 
на клетки PC3 было сопоставимым. Отсутствие
концентрационной зависимости действия RNLS
пептидов на клетки PC3 требует отдельного изучения.
Вполне возможно, что для выявления дозозависимого
эффекта потребуется изменить время культивирования
клеток с исследуемыми пептидами. 

Таким образом, полученные данные
свидетельствуют в пользу того, что некоторые пептиды,
образующиеся в ходе протеолитического расщепления
RNLS, могут влиять на жизнеспособность различных
клеток, однако проявление и направленность эффекта
(увеличение или снижение жизнеспособности клеток)
зависят от типа клеток, на которые они действуют.
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Таблица. Пептиды RNLS, использованные в работе
№ Пептид RNLS Положение пептида в аминокислотной последовательности RNLS Размер, а.о.
1 RР-104 – NFVAPQGISSIIKHYLK 104–120 17 
2 RР-207 – DVPWAGQYITSNPCIR 207–222 16 
3 RР-220 – CIRFVSIDNKKRNIESSEIG 220–239 20 
4 RР-224 – VSIDNKKRN 224–232 9 
5 RР-233 – IESSEIGPSLVIHTTVPFGV 233–252 20 
6 RР-265 – LVFQQLENILPGLPQP 265–280 16 
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Рисунок. Влияние пептидов RNLS на жизнеспособность клеток HepG2 (а) и РС3 (б). Буквами указана значимость
различий с контролем: a – p<0,05; b – p<0,02; c – p<0,01. 
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THE EFFECT OF RENALASE-DERIVED PEPTIDES ON VIABILITY OF HepG2 AND PC3 CELLS
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Renalase (RNLS) is a recently discovered protein, which plays different roles inside and outside cells.
Intracellular RNLS is a FAD-dependent oxidoreductase (EC 1.6.3.5), while extracellular RNLS lacks its N-terminal
peptide, FAD cofactor, and exhibits various protective effects in a non-catalytic manner. Certain evidence exists, 
that plasma/serum RNLS is not an intact protein secreted into the extracellular space, and exogenous 
recombinant RNLS is effectively degraded during short-term incubation with human plasma samples. Some 
synthetic analogues of the RNLS sequence (e.g. the Desir's peptide RP-220, a 20-mer peptide corresponding 
to the RNLS sequence 220–239) have effects on cell survival. This suggests that RNLS-derived peptides, 
formed during proteolytic processing, may have own biological activity. Based on results of a recent bioinformatics
analysis of potential cleavage sites of RNLS (Fedchenko et al., Medical Hypotheses, 2022) we have investigated 
the effect of four RNLS-derived peptides as well as RP-220 and its fragment (RP-224) on the viability of two cancer
cell lines: HepG2 (human hepatoma) and PC3 (prostate cancer). Two RNLS-derived peptides (RP-207 and RP-220)
decreased the viability of HepG2 cells in a concentration dependent manner. The most pronounced and statistically
significant effect (30–40% inhibition of cell growth) was observed at 50 μM concentration of each peptide. 
In the experiments with PC3 cells five of six RNLS-derived peptides had a significant impact on the cell viability. 
RP-220 and RP-224 decreased cell viability; however, no concentration dependence of this effect was observed 
in the range of concentrations studied (1–50 μM). Three other RNLS-derived peptides (RP-207, RP-233, and RP-265)
increased viability of PC3 cells by 20–30%, but no concentration-dependence of this effect was found. Data obtained
suggest that some RNLS-derived peptides may influence the viability of various cells and manifestation and direction 
of the effect (increase of decrease of the cell viability) is cell-type-specific. 

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