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Показано, что пептид KE (Lys–Glu, вилон) облада-
ет иммуномодулирующим, онкостатическим и геро-
протекторным свойствами. Цель работы — оценка 
влияния пептида KE на экспрессию генов и синтез 
белков SIRT1, PARP1, PARP2 при старении мезенхи-
мальных стволовых клеток (MSC) человека. Пептид 
KE повышает экспрессию гена и синтез белка SIRT1 
в «молодых» MSC, соответственно, в 6 и 8,2 раза. 
Пептид KE снижает экспрессию гена и синтез бел-
ка PARP1 при старении MSC, соответственно, в 2,1 
и 5,3 раза, а также снижает экспрессию гена и син-
тез белка PARP2, соответственно, в 2,1 и 4,7 раза. 
По данным молекулярного моделирования, пептид 
KE может взаимодействовать с последователь-
ностью GCGG двунитевой ДНК (днДНК) в класси-
ческой В-форме и с последовательностью GGGC 
искривленной днДНК нуклеосомы. В промоторах 
генов SIRT1, PARP1, PARP2 человека обнаружены 
указанные последовательности днДНК. Таким об-
разом, пептид KE регулирует экспрессию генов 
и синтез белков SIRT1, PARP1, PARP2 в MSC челове-
ка при репликативном старении, что лежит в осно-
ве биологической активности и геропротекторного 
эффекта этого пептида.

Ключевые слова: пептид KE, SIRT, PARP, мезенхи-
мальные стволовые клетки, старение

Биологическая активность дипептида KE
В полипептидном лекарственном иммунопро-

текторном препарате «Тималин» [48] методом 
ультраэффективной жидкостной хромато-масс-
спектро метрии был обнаружен дипептид Lys–Glu 
(KE, Vilon). Ранее было показано, что Тималин 
эффективен при COVID-19. Это может быть обу-

словлено биологической активностью его активного 
компонента — дипептида KE [3, 23, 34]. Пептид 
KE является фрагментом цитокинов (IL-lα, IL-2, 
IL-4, IL-5, IL-6, IFN-α), а также ряда биологи-
чески активных веществ — тимозина, тимопоэти-
нов I и II [23, 47]. Он повышает уровень внутри-
клеточного Са2+ в тимоцитах и макрофагах. Кроме 
того, пептид KE стимулирует в тимоцитах и эпите-
лиальных клетках экспрессию аргирофильных бел-
ков областей ядрышковых организаторов, которые 
ответственны за синтез, сборку и транспорт рибо-
сом в цитоплазму. Этот процесс приводит к уси-
лению синтеза белка. Следует полагать, что пеп-
тид KE способен включаться в механизм регуляции 
функционального состояния областей ядрышковых 
организаторов и локализованных в них рибосом-
ных генов. Пептид KE нормализует функции ми-
тохондрий и рибосом в клетках тимуса при их ре-
пликативном старении [19]. Было показано, что 
он снижает уровень провоспалительного цитокина 
TGF-β в крови у крыс с хронической патологией 
почек [17]. Кроме того, пептид KE снижает темп 
ускоренного старения тимуса и селезенки у живот-
ных, подвергнутых действию ионизирующего из-
лучения [31].

Пептид KE при введении в организм транс-
генных мышей подавляет экспрессию онкогена 
HER- 2/neu в 2 раза, что сопровождается умень-
шением диаметра опухоли, и увеличивает продол-
жительность жизни животных. Также было пока-
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Роль белков Parp1, Parp2, Sirt1 в регуляции 
клеточного старения

Причинами клеточного старения может яв-
ляться повреждающее действие свободных ради-
калов, различных химических агентов и излучений 
на ДНК, белки и другие молекулы, обеспечиваю-
щие жизнеспособность клетки. Кроме того, ста-
рение клетки может детерминироваться ее про-
граммой онтогенеза, направленной на уничтожение 
функционально неактивных или малигнизирован-
ных клеток. Согласно одной из гипотез, важнейшим 
механизмом старения клеток является накопление 
повреждений ДНК в сочетании со снижением ак-
тивности белков системы ее репарации [45]. Таким 
образом, невозможность поддержания стабильно-
сти генома приводит к старению и апоптозу кле-
ток. Выявлена положительная корреляция между 
активностью систем, вовлеченных в репарацию 
ДНК, и продолжительностью жизни млекопитаю-
щих [15, 44].

Ранним ответом клетки на повреждение ДНК 
является поли(ADP-рибозил)ирование белков, 
осуществляемое ферментами поли(ADP-рибоза)-
полимеразами (PARP). Белки семейства PARP 
(PARP1, PARP2 и некоторые другие) активи-
руются при связывании с поврежденной ДНК 
и используют окисленную форму никотинамид-
аденин-динуклеотида (NAD+) в качестве источ-
ника ADP-рибозы. Белки PARP синтезируют по-
лимер ADP-рибозы (PAR), который ковалентно 
присоединяется к ряду белков-мишеней. Синтез 
PAR рассматривается как механизм, обеспечиваю-
щий формирование сигнала о повреждении ДНК 
и модулирование функционирования белков в ответ 
на генотоксические воздействия [42].

Белок PARP1 играет ключевую роль в репара-
ции ДНК, эпигенетически регулируя экспрессию 
генов, продукты которых ответственны за поддер-
жание жизнеспособности и дифференцировки кле-
ток и предотвращение их апоптоза. Многократное 
связывание PARP1 с разрывами ДНК, которые 
не могут быть устранены системой репарации, 
способствует стабилизации структуры ДНК [2]. 
Нарушение экспрессии гена PARP1 приводит 
к нестабильности генома, развитию сахарного диа-
бета, патологии сетчатки, атеросклероза, наруше-
нию функций клеток иммунной системы [13, 36, 
38, 40].

PARP1 эпигенетически регулирует экспрес-
сию генов путем связывания с коровыми гистонами 

зано, что пептид KE подавляет рост карциномы 
легкого у мышей разного возраста [8]. Этот пептид 
способствует увеличению доли транскрибируемого 
эухроматина и снижению количества гетерохрома-
тина в лимфоцитах крови у лиц старческого возрас-
та. Пептид KE стимулирует синтез мРНК IL-2 
в лимфоидных и нервных клетках [24, 28]. Этот 
пептид повышает пролиферативный потенциал 
моноцитов и макрофагов и оказывает противовос-
палительное действие путем регуляции сигнальных 
каскадов с участием IL-6 и TNF-α [7]. Ранее 
было изучено влияние пептида KE на экспрессию 
15 247 генов в сердце мыши методом микрочипо-
вой технологии. Выявлено, что из всех исследуе-
мых генов дипептид регулировал только 180, что 
указывает на его селективный эффект. В этом экс-
перименте пептид KE в 2–3,7 раза повышал экс-
прессию генов, отвечающих за клеточное деление, 
структуру клетки, клеточный метаболизм чело-
века: EPS15, MCM10 homologue, CULLINE 5, 
APG5L, FUSED, ZNF01, FLJ12848 fi s, ITPK1, 
SLC7A6, FLJ22439 fi s, KIAA0029, FLJ13697 
fi s, KIAA0699, FLJ10914, GDAP1, MSTP028, 
MLLT3, PEPP2 [24, 27, 28]. Кроме того, пептид 
KE регулирует экспрессию генов IGF1, FOXO1, 
TERT, TNKS2 и NFκB в мезенхимальных ство-
ловых клетках костного мозга эмбрионов человека 
линии FetMSC при репликативном и стационарном 
старении [5]. Предполагается, что пептид KЕ ре-
гулирует экспрессию генов, проникая в цитоплазму 
и ядро клетки и взаимодействия с двунитевой ДНК 
(днДНК). Методом электрофореза в полиакрила-
мидном геле установлено выраженное селективное 
связывание пептида KE с ДНК [32].

Влияние пептида KE, активного компонента 
лекарственного препарата «Тималин», на диффе-
ренцировку стволовых клеток может иметь важ-
ное значение для терапии COVID-19. Так, было 
установлено, что Тималин способствует диффе-
ренцировке гематопоэтических стволовых клеток 
человека. Это выражалось в повышении синтеза 
поверхностных гликопротеинов CD28 и СD44 
на HSC. При этом важно отметить, что молекула 
CD28 вовлечена в активацию противовирусного 
иммунитета [26]. Кроме того, пептид KE снижает 
патологическую гиперкоагуляцию [35], что имеет 
важное значение в терапии COVID-19.

Таким образом, исследование влияния пептида 
KE на функции стволовых клеток человека имеет 
важное научно-практическое значение для понима-
ния его геро- и иммунопротекторного действия.



304

В.Х. Хавинсон и др.

NAD (nicotinamide adenine dinucleotide), PARP 
и SIRT [14]. Экспрессия SIRT1 снижается при 
старении, что приводит к митохондриальной дис-
функции, развитию воспалительных реакций, ней-
догенеративных и других ассоциированных с воз-
растом заболеваний. SIRT1 может активировать 
транскрипционные факторы PGC-1α и HIF-1α, 
синтез которых коррелирует с продолжительно-
стью жизни [50]. Белки PARP и SIRT могут вза-
имодействовать друг с другом в физиологических 
и патофизиологических условиях. Сигнальный 
каскад NAD+/PARP1/SIRT1 участвует в регу-
ляции уровня NAD+ в клетке, репарации повреж-
дений ДНК и активности генов путем изменения 
статуса их метилирования [39].

Таким образом, функционирование системы 
поли(ADP-рибозил)ирования и сиртуинов на-
правлено на обеспечение устойчивости клетки 
к внешним и внутренним факторам, вызывающим 
повреждение ДНК. Это позволяет рассматривать 
гены PARP1, PARP2, SIRT1 в качестве потенци-
альных мишеней действия геропротекторов.

Цель работы — оценка влияния пептида KE 
на экспрессию генов и синтез белков SIRT1, 
PARP1, PARP2 при старении мезенхимальных 
стволовых клеток (MSC) человека.

Материалы и методы
Культивирование клеток

MSC костного мозга 5–6-недельного эмбрио-
на человека линии FetMSC получены из Института 
цитологии РАН (Санкт-Петербург, Россия). 
Клетки линии FetMSC способны к дифференци-
ровке в адипогенном, остеогенном и хондроген-
ном направлениях [33]. Клетки культивировали 
в CO2-инкубаторе при 5 % содержании CO2 
и температуре 37 °C в среде DMEM с добавлени-
ем 10 % FBS («Биолот», Россия), 1,5 % HEPES-
буфера, 1 % раствора пенициллина и стрептомицина 
и α-глутамина («Биолот», Россия). Клетки пересе-
вали в соотношении 1:3 по достижении 80–85 % 
монослоя. Для открепления клеток от подложки 
использовали смесь версена (0,02 %) и трипси-
на (0,25 %) в соотношении 1:1 («Sigma», США) 
с плотностью посева 4–5·104 клеток/см2.
Моделирование репликативного старения клеток

Старение культивируемых клеток изучали 
по методу Швайгерта [46] с модификациями. Для 
моделирования репликативного старения клет-
ки выращивали до 7-го и 14-го пассажей, добав-
ляя в культуральную среду при каждом пересеве 

H2A, H2B, H3, H4, что приводит к деконден-
сации хроматина и изменению доступности генов 
для транскрипции. Также PARP1 участвует в ка-
спаза-независимом апоптозе (партанатозе), свя-
занном с транслокацией апоптоз-индуцирующего 
фактора (AIF) в ядро [49]. В то же время, гипер-
активация PARP1, вызванная многочисленными 
повреждениями ДНК, может привести к истоще-
нию запасов NAD+ и ATP, подавлению гликолиза, 
митохондриального дыхания и некротической гибе-
ли клетки [11]. Возможно, этот механизм служит 
защитой от генетически нестабильных и склонных 
к трансформации клеток. Имеются данные о том, 
что ингибирование гиперэкспрессии PARP1 при 
раке молочной железы может быть одним из воз-
можных терапевтических подходов для лечения 
этого заболевания [22]. Кроме того, ингибирова-
ние гиперэкспрессии PARP1 защищает кардио-
миоциты от апоптоза и развития воспалительной 
реакции у пациентов с диабетической кардиомио-
патией [43]. Таким образом, протекторная функция 
PARP1 как белка репарации ДНК наблюдается 
в норме. При патологии активация PARP1 ухуд-
шает течение заболевания. В таких случаях ингиби-
торы PARP1 применяют в качестве лекарственных 
препаратов, уменьшающих длительность и тяжесть 
патологического процесса.

Функции и механизм действия белка PARP2 
сходны с PARP1. Так, PARP1 и PARP2 играют 
важную роль в дифференцировке и поддержании 
функций В-лимфоцитов [16]. Однако при раз-
личных патологических процессах один из этих 
ферментов может иметь более важное значение. 
Например, ингибирование PARP2 может рассма-
триваться как один из подходов к фармакотерапии 
рака предстательной железы [18]. Выявлена поло-
жительная корреляция между видовой продолжи-
тельностью жизни и максимальной активностью 
PARP у животных и человека [9].

Важную роль в защите ДНК от повреждения 
при окислительном стрессе и геропротекции игра-
ют белки семейства сиртуинов (silen t information 
regulator, SIRT 1–7). Сиртуины представляют 
собой семейство никотинамидадениндинуклеотид 
(НАД)-зависимых белков, регулирующих транс-
крипцию и клеточное старение при помощи деаце-
тилирования гистоновых и негистоновых белков-
мишеней [10, 14, 21, 45]. Повреждение ДНК при 
окислительном стрессе приводит к активации сиг-
нальных каскадов, в которые вовлечены NMNAT 
(nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase 1), 



305

УСПЕХИ ГЕРОНТОЛОГИИ • 2023 • Т. 36 • № 3

но с контрольными по двухстороннему критерию 
Стьюдента при p<0,05. Данные представляли 
в виде m±2SD, где m — среднее значение, SD — 
стандартное отклонение от среднего.

Вестерн-блот анализ
Для вестерн-блот анализа белки изолиро-

вали из MSC 7-го и 14-го пассажей с использо-
ванием RIPA-буфера и коммерческого набора 
«Extraction Kit» («BestBio BB-3102», Китай). 
Концентрацию исследуемых белков измеряли с по-
мощью BCA™ Protein Assay Kit («Thermo Fisher 
Scientifi c», США). Белок выделяли методом 
электрофореза в полиакриламидном геле с до-
децилсульфатом натрия и переносили на PVDF-
мембраны. Неспецифическое связывание белка 
на PVDF-мембранах блокировали в 5 % растворе 
обезжиренного молока на Tris-буфере при ком-
натной температуре в течение 2 ч. Затем прово-
дили инкубацию с первичными антителами при 
4 °C: anti-SIRT1, anti-PARP1, anti-PARP2, 
anti-β-actin («Abcam», США). Все первичные 
антитела разводили в соотношении 1:8 000. После 
этого PVDF-мембраны промывали и проводили 
инкубацию со вторичными антителами (1:8000, 
«Abcam», США) при комнатной температуре 
в течение 2 ч. Белки визуализировали хемолюми-
несценцией при помощи коммерческого набора 
«Thermo Fisher Scientifi c» («Waltham», США). 
Интенсивность полученных полос (бэндов) и со-
ответствующий уровень синтеза белков определяли 
количественно методом денситометрии с использо-
ванием программного обеспечения Image J по отно-
шению к экспрессии β-актина в условных единицах 
(усл. ед.). Статистическую обработку получен-
ных данных осуществляли в программном обеспе-
чении SPSS 21.0. Данные представляли в виде 
m±2SD. Достоверность различий между группа-
ми оценивали с помощью t-критерия Стьюдента. 
Достоверными считали различия при р<0,05.

Молекулярное моделирование взаимодействия 
дипептида KE и днДНК

На подготовительном этапе работы с помо-
щью стандартных методов молекулярного кон-
струирования пакета программ ICM-Pro на основе 
свойств комплементарности пар нуклеотидов сим-
метричности пространственной структуры днДНК 
в классической B-форме, была построена библио-
тека 136 последовательностей днДНК, состоящих 
из четырех пар нуклеотидов и имеющих уникальные 
пространственные структуры, а также простран-
ственная структура дипептида КЕ. С помощью 

раствор пептида KE в конечной концентрации 
20 нг/ мл. В предварительных исследованиях 
и по предыдущим данным эта концентрация была 
наиболее эффективной [37]. В контрольные образ-
цы культуры клеток добавляли соответствующий 
объем физраствора. На 7-м пассаже число клеток 
за 3 сут удваивалось, что указывало на фазу их ак-
тивного роста. В связи с этим, клетки 7-го пассажа 
были обозначены как «молодые». На 14-м пассаже 
наблюдали статистически значимое снижение ско-
рости удвоения клеток. Удвоение клеточной попу-
ляции наблюдали на 5-е сутки. Процент мертвых 
клеток определяли по окрашиванию трипановым 
синим. Снижение скорости удвоения клеток ука-
зывает на проявление репликативного старения 
культуры [29, 30]. Таким образом, клетки 14-го 
пассажа были обозначены как «старые», то есть 
подвергнутые репликативному старению.
Молекулярно-генетические методы исследования

Суммарную РНК выделяли из клеток 7-го и  
14- го пассажей с использованием раствора для ста-
билизации РНК IntactRNA («Евроген», Москва). 
Выделение РНК осуществляли, используя на-
бор RNeasy MiniKit («Qiagen», ФРГ) по пропи-
си, рекомендуемой производителем. Первую нить 
кДНК синтезировали с использованием Revert Aid 
First Strand cDNA Synthesis Kit («Thermo Fisher 
Scientifi c Inc», США), используя 100 нг РНК 
на 20 мкл реакционной смеси. Полученную кДНК 
использовали непосредственно как матрицу для 
количественной ПЦР из расчета 1 мкл на 24 мкл 
реакционной смеси. Количественную ПЦР прово-
дили на приборе «ДТ-322» («ДНК-Технология», 
Россия), используя набор для амплификации qP-
CRmix-HS SYBR+ROX («Евроген», Россия). 
Конструирование олигонуклеотидных праймеров 
осуществляли с помощью онлайн-сервиса NCBI 
Primer-Blast. Использовали пары праймеров, один 
из которых соответствовал участкам двух соседних 
экзонов. Синтез олигонуклеотидов осуществляли 
в НПО «Синтол» (Москва). Уровень экспрессии 
относительно референсного гена GAPDH опреде-
ляли методом ΔΔCq. Статистическую обработку 
результатов и построение диаграмм осуществля-
ли с помощью программы Microsoft Excel 2010. 
В экспериментах использовали по три независимых 
образца клеток каждой группы (биологические па-
раллели). Для каждого образца кДНК проводили 
минимум три параллельные реакции в соседних 
лунках прибора (технические параллели). Далее 
экспериментальные значения сравнивали попар-
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При расчетах осуществляли глобальную опти-
мизацию гибкого лиганда в силовом поле рецептора. 
С помощью метода Монте-Карло были получены 
стохастические конформации пептида с дальней-
шей локальной минимизацией градиента энергии 
[1]. Генерацию новых конформаций пептида осу-
ществляли с максимальной тщательностью по мак-
симальному числу переборов угловых параметров 
лиганда (Thorough=30), которое подбирали экспе-
риментально, основываясь на воспроизводимости 
результатов докинга [32]. После процедуры вирту-
ального скрининга полученные комплексы ДНК-
пептид были отсортированы в порядке увеличения 
значения их функции ICM-Score. Для дальнейшего 
анализа полученных комплексов были сохранены 
наиболее энергетически выгодные конформации 
лиганда в комплексе с днДНК.

Результаты и обсуждение
Влияние пептида KE на экспрессию генов Sirt1, 

Parp1, Parp2 при старении мезенхимальных 
стволовых клеток человека

В контрольных образцах молодых и старых 
культур MSC экспрессия гена SIRT1 достоверно 
не различалась. Пептид KE статистически зна-
чимо повышал экспрессию гена SIRT1 в моло-
дых MSC в 6 раз по сравнению с контрольными 
(рис. 1). В контрольных образцах старых культур 
MSC экспрессия генов PARP1 и PARP2 была, со-
ответственно, в 5,25 и 1,68 раза больше в сравне-

специально разработанных программных скриптов 
на языке ICM были сгенерированы пространствен-
ные структуры ДНК-рецепторов в классической 
линейной B-форме, состоящие из двух повторяю-
щихся пар нуклеотидов (первые и последние четы-
ре пары — AT-богатые участки) и чередующих-
ся последовательностей исследуемого сайта [32]. 
Для получения искривленной формы ДНК дан-
ные структуры были минимизированы в силовом 
поле программного пакета ICM-Pro (ICMFF) [1] 
с наложением пространственных ограничений 
на их структуры до получения искривления спи-
рали в соответствии с участком днДНК в составе 
нуклеосом человека. Сайт связывания пептида KE 
определяли как центральные чередующиеся по-
следовательности исследуемого сайта в молекуле 
днДНК. В соответствии с протоколом подготовки 
процедур докинга были созданы, параметризиро-
ваны и энергетически минимизированы простран-
ственные структуры всех ДНК рецепторов и пеп-
тидных лигандов, подготовлены соответствующие 
ICB и SDF файлы, а также скрипты для автомати-
ческого запуска процедур докинга в операционной 
среде высокопроизводительного суперкомпьютера. 
Докинг исследуемого пептида выполняли во вну-
треннем силовом поле программного пакета ICM-
Pro (ICMFF) [4] и алгоритма DockScan (Molsoft 
LLC) с использованием вычислительных ресурсов 
ПИЯФ (многопроцессорный суперкомпьютер 
ПИЯФ НИЦ «Курчатовский институт»).

*

*

** 

** 

Рис. 1. Влияние пептида KE на экспрессию генов SIRT1, PARP1, PARP2 при старении мезенхимальных 
стволовых клеток человека.

По оси ординат — экспрессия гена, нормализованная по GAPDH, •106; * р<0,05 — по сравнению с контрольными образцами 
молодой культуры; ** р<0,05 — по сравнению с контрольными образцами старой культуры



307

УСПЕХИ ГЕРОНТОЛОГИИ • 2023 • Т. 36 • № 3

можно отнести к эффектам, направленным на пред-
упреждение старения MSC. С другой стороны, 
PARP1 активно участвует в метаболизме НАД 
и при сильном повышении синтеза PARP1 может 
наблюдаться ускоренное старение [6]. Таким обра-
зом, пептид КЕ умеренно стимулирует экспрессию 
гена PARP1 и усиливает защиту клеток от появле-
ния разрывов ДНК.

Влияние пептида KE на синтез белков SIRT1, 
PARP1, PARP2 при старении мезенхимальных 

стволовых клеток человека
В контрольных образцах молодых и старых 

культур MSC количество белка SIRT1 достовер-

нии с молодыми клетками. Пептид KE статисти-
чески значимо снижал экспрессию генов PARP1 
и PARP2 в старых MSC в 2,1 раза. При этом в мо-
лодых культурах пептид KE повышал экспрессию 
гена PARP1 в 1,5 раза по сравнению с контрольны-
ми (см. рис. 1). Активация экспрессии гена PARP1 
в молодых MSC под действием пептида KE может 
служить одним из механизмов инициации диффе-
ренцировки этих клеток. Кроме того, белок PARP1
является ферментом репарации разрывов ДНК. 
С одной стороны, разрывы ДНК, особенно дву-
нитевые, являются одной из ключевых причин кле-
точного старения, и с этой точки зрения повышение 
экспрессии гена PARP1 под действием пептида KE 

*

β β β

** 

*

** 

β

Рис. 2. Влияние пептида KE на уровень белков SIRT1, PARP1, PARP2 в мезенхимальных стволовых клетках человека 
при старении, вестерн-блот анализ.

* р<0,05 — по сравнению с контрольными образцами молодой культуры; ** р<0,05 — по сравнению с контрольными образцами 
старой культуры

а

б
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жал синтез белков PARP1 и PARP2 в «старых» 
MSC в 5,3 и 4,7 раза соответственно (см. рис. 2). 
Это коррелирует с уменьшением экспрессии генов 
PARP1 и PARP2 в старых MSC под действи-
ем пептида KE. Способность пептида KE сни-
жать экспрессию генов и синтез белков PARP1 
и PARP2 в старых MSC может быть направлена 
на защиту от образования раковых клеток и пато-
физиологических сигнальных каскадов.
Взаимодействие пептида KE с двунитевой ДНК 
в классической В-форме и искривленной форме 

(в составе нуклеосомы)
В табл. 1 представлено 10 наилучших вариан-

тов для взаимодействия дипептида KE с днДНК. 
На рис. 3 также представлены структуры наи-

но не различалась. Пептид KE статистически зна-
чимо повышал уровень SIRT1 в молодых MSC 
в 8,2 раза по сравнению с контрольными (рис. 2). 
Это коррелирует с повышением экспрессии гена 
SIRT1 в молодых MSC под действием пептида KE. 
Полученные данные могут указывать на способ-
ность пептида KE предотвращать развитие окис-
лительного стресса и повреждения ДНК в MSC. 
Возможно, что эффект пептида проявлялся в моло-
дых клетках, так как у них, в сравнении со стары-
ми MSC, больше функциональных возможностей. 
В контрольных образцах старых культур MSC уро-
вень белков PARP1 и PARP2 был, соответственно, 
в 4,42 и 4,59 раза больше в сравнении с молодыми 
клетками. Пептид KE статистически значимо сни-

Таблица 1

Наиболее энергетически выгодные комплексы дипептида KE с днДНК в классической В-форме 
и искривленной форме (в составе нуклеосомы)

Последователь ность 
ДНК

Последователь-
ность пар баз ICM-Score Hbond Hphob VwInt Dsolv SolEl Eintl Форма ДНК

TCGA* WSSW –35,8 –12 –3,1 –22 17,1 –1,1 0,1 b
GCGC SSSS –30,7 –11 –2,8 –24 18,1 6,12 0 c
GGGC SSSS –29,2 –12 –2,7 –21 19,9 5,62 0 c
AGAC WSWS –28,4 –11 –3,3 –25 20,2 6,99 0 b
AGCC WSSS –28,1 –10 –3,3 –25 19,8 7,78 0 b
AGTC WSWS –28,0 –11 –3,3 –25 20,4 7,1 0 b
AGTG WSWS –28,0 –11 –3,3 –25 20,3 7,31 0 b
GCGG SSSS –28,0 –13 –3,3 –21 20,1 9,53 2,9 b
AGAG WSWS –27,6 –11 –3,3 –25 20,2 8,12 0 b
CACG SWSS –27,6 –13 –2,8 –22 21,6 9,44 0 c

Примечание. DNA — центральный исследуемый участок днДНК; DNA_abb — кодовое обозначение последовательности ДНК (W означает A 
или T, S означает C или G); Score —оценка вероятности связывания лиганда с рецептором; при значении меньше –32 возможно образование 
устойчивого комплекса; Hbond — значение энергетического вклада водородной связи; Hphob — значение энергетического вклада гидрофоб-
ного воздействия; VwInt — значение энергии взаимодействия Ван-дер-Ваальса; Dsolv — энергия десольватации водородной связи донора и ак-
цептора; SolEl — энергия электростатической сольвации при связывании лиганда; Eint — значение внутренней энергии конформации лиганда; 
b — классическая B-форма днДНК, c — искривленная форма ДНК в составе нуклеосомы. 

* Данные получены ранее и опубликованы в работе [32].

Рис. 3. Структура наиболее низкоэнергетического комплекса дипептида KE: а — с участком днДНК TCGA 
в классической B-форме [32]; б — с участком днДНК GCGC в искривленной форме.

Двухмерная схема демонстрирует лиганд с лучшим ICM-Score для данного рецептора и нуклеотидные остатки, 
находящиеся с лигандом в прямом контакте, а также межмолекулярные водородные связи, если они имеются

а б
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более низкоэнергетических комплексов пептида 
КЕ с днДНК в классической B-форме и в искрив-
ленной форме. При взаимодействии с участком 
днДНК TCGA в B-форме дипептид KE образует 
четыре внутримолекулярные и шесть межмолеку-
лярных водородных связей со стороны малой бо-
роздки: N-концевая группа пептида взаимодейст-
вует с карбонильной группой цитозина в позиции 
C6, N-концевой лизин с карбонильной группой 
тими на T5, атомом азота аденина A21 и кисло-
родом фосфатного остова в позиции A22, карбо-
ксильная группа С-концевой глутаминовой кисло-
ты с аминогруппой гуанидина в позициях G7 и G19 
(см. рис. 3 , а) [32].

В искривленной днДНК малая бороздка зна-
чительно расширяется, что значительно изменяет 
оптимальную по энергии взаимодействия конфор-
мацию пептида KE. В результате этого положи-
тельно заряженные группы основной и боковой 
цепи пептид а КЕ теряют возможности взаимодей-
ствия с фосфатным остовом ДНК, переключаясь 
на взаимодействия с атомами кислорода рибозы 
и оснований ДНК. Значительно изменяется также 
гидратация пептида, связанного в малой бороздке 
искривленной днДНК. Полученные результаты 
указывают на важную роль последовательности 
и искривления спирали днДНК на эффективность 
связывания пептида KE с днДНК.

Заключение
При репликативном старении MSC экспрессия 

генов и синтез белков PARP1 и PARP2 возрас-
тают. Наблюдаемая гиперактивация экспрессии 
генов PARP, направленная на устранение ошибок 
в ДНК, возникающая при клеточном старении 
[20], может приводить к истощению защитных 
систем и гибели клеток. Возможно, повышение 
экспрессии гена и синтеза белка SIRT1 при ре-
пликативном старении MSC также служит одним 
из механизмов поддержания стабильности генома 
в условиях старения клеток. Гиперактивация генов 
PARP1 и PARP2, по данным литературы, может 
приводить к развитию патологических процессов 
[18, 22, 43], тогда как для гена SIRT1 такие дан-
ные отсутствуют. Таким обзором, повышение экс-
прессии генов и синтеза белков PARP1 и PARP2 
может являться проявлением репликативного ста-
рения MSC, а повышение экспрессии гена и синте-
за белка SIRT1 направлено на компенсацию прояв-
лений старения, которое может приводить к гибели 
клеток. Пептид KE при репликативном старении 

Та
бл
иц
а 

2

П
ос
ле
до
ва
те
ль
но
ст
и 
дн
Д
Н
К

 в
 и
ск
ри
вл
ен
но
й 
и 
кл
ас
си
че
ск
ой

 В
-ф
ор
ме

 в
 п
ро
мо

то
ра
х 
ге
но
в 

SI
R

T1
, P

A
R

P1
, P

A
R

P2
 ч
ел
ов
ек
а,

 к
ом

пл
ем
ен
та
рн
ы
е 
пе
пт
ид
у 
К
Е

Н
аз
ва
ни
е 
и 
по
сл
ед
ов
ат
ел
ьн
ос
ть

 н
ук
ле
от
ид
ов

 п
ро
мо
то
ра

 ге
на

 (e
uk

ar
yo

tic
 p

ro
m

ot
er

 d
at

ab
as

e)
П
ос
ле
до
ва
те
ль
но
ст
и 

дн
Д
Н
К

, к
ом
пл
ем
ен
та
рн
ы
е 

пе
пт
ид
у 

K
E

IC
M

-S
co

re
Ф
ор
ма

 д
нД

Н
К

Ч
ас
то
та

 в
ст
ре
ча
е м
ос
ти

 
в 
пр
ом
от
ор
е

SI
R

T
1

C
G

G
G

TC
A

C
G

TG
AT

G
G

G
G

TT
TA

AA
TC

TC
C

C
G

C
A

G
C

C
G

G
A

G
C

C
G

C
G

G
gg

G
C

G
C

C
A

G
TG

C
C

G
C

G
C

G
C

–3
0,

7
c

1 
ра
з

G
G

G
C

–2
9,

2
c

1 
ра
з

AG
C

C
–2

8,
1

b
2 
ра
за

AG
TG

–2
8,

0
b

1 
ра
з

G
C

G
G

–2
8,

0
b

1 
ра
з

C
AC

G
–2

7,
6

c
1 
ра
з

PA
R

P1
C

G
C

C
C

C
G

TG
G

AC
G

C
G

G
G

TT
C

C
G

TG
G

G
C

G
TT

C
C

C
G

C
G

G
C

C
AG

G
C

AT
C

AG
C

AA
TC

TA
TC

AG
G

G
G

G
C

–2
9,

2
c

1 
ра
з

G
C

G
G

–2
8,

0
b

2 
ра
за

PA
R

P2
TG

AC
AC

TG
G

G
C

C
C

G
C

G
AT

TC
C

TT
G

G
AG

C
G

G
G

TT
G

AT
G

AC
G

TC
AG

C
G

TT
C

G
A

AT
TC

C
AT

G
G

TC
G

A
–3

5,
8

b
1 
ра
з

G
G

G
C

–2
9,

2
c

1 
ра
з

G
C

G
G

–2
8,

0
b

1 
ра
з



310

В.Х. Хавинсон и др.

данные могут иметь важное значение для молеку-
лярной геронтологии и регенеративной медицины.

Конфликт интересов отсутствует.
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It was shown that KE peptide (Lys–Glu, vilon) has immunomodulatory, oncostatic and gero-
protective effects. The aim of this work is to evaluate the effect of the KE peptide on gene ex-
pression and protein synthesis of SIRT1, PARP1, PARP2 during aging of human mesenchy-
mal stem cells (MSC). The KE peptide increased gene expression and synthesis of the SIRT1 
protein in «young» MSCs by 6 and 8,2 times, respectively. The KE peptide reduced gene ex-
pression and PARP1 protein synthesis during MSC aging by 2,1 and 5,3 times, respectively; 
and also reduced gene expression and PARP2 protein synthesis by 2,1 and 4,7 times, re-
spectively. According to molecular modeling data, the KE peptide can interact with the GCGG 
sequence of double-stranded DNA (dsDNA) in the classical B-form and with the GGGC se-
quence of the curved dsDNA nucleosome. The indicated dsDNA sequences were found in the 
promoters of the human SIRT1, PARP1, PARP2 genes. Thus, the KE peptide regulates gene 
expression and synthesis of SIRT1, PARP1, PARP2 proteins in human mesenchymal stem 
cells during replicative ageing, which underlies the biological activity and geroprotective effect 
of this peptide.
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