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В работе изучена роль коротких пептидов FGER и GER, содержащих общий трипептидный фрагмент, в
регуляции адгезивного ответа клеток СНО-К1. Оба пептида увеличивали клеточную адгезию, как на необ-
работанном пластике, так и на желатине, адсорбированном на пластике, но не влияли на скорость при-
крепления клеток к адсорбированному на пластике поли-L-лизину. Пептид GER больше стимулировал
клеточную адгезию на необработанном пластике. Пептид FGER увеличивал скорость прикрепления кле-
ток к желатину в более широком диапазоне концентраций по сравнению с таковой на необработанном
пластике. Отмечена вариативность процесса распластывания клеток на разных субстратах под влиянием
исследованных пептидов. На необработанном пластике оба пептида практически в равной степени стиму-
лировали распластывание клеток. На желатине пептид FGER сохранял способность стимулировать рас-
пластывание клеток, а пептид GER частично ингибировал распластывание по сравнению с таковым на не-
обработанном пластике. Установлено, что включение дополнительного N-концевого гидрофобного ами-
нокислотного остатка Phe к трипептидному фрагменту GER изменяет регуляторную активность пептида
на модели клеточной адгезии в зависимости от стадии взаимодействия клеток с субстратом и (или) от
свойств поверхности прикрепления. Обсуждается структурно-функциональная активность исследован-
ных пептидов в отношении различных структурных компонентов адгезионных структур.
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Клеточная адгезия – динамический процесс,
определяющий не только связь клеток с внеклеточ-
ным матриксом (ВКМ), но и вовлечение молекул ад-
гезии в процессы межклеточной сигнализации (Ber-
rier, Yamada, 2007). На разных стадиях формирова-
ния адгезионных структур изменяется состав этих
образований. Неизменным остается наличие в кле-
точно-матриксных адгезиях интегриновых рецепто-
ров, которые обеспечивают связывание ВКМ с ци-
тоскелетом клетки.

Интегрины представляют собой гетеродимерные
трансмембранные рецепторы, состоящие из α- и β-
субъединиц (Barczyk et al., 2010; Pan et al., 2016). К
настоящему времени известно 24 вида интегрино-
вых рецепторов. Гетерогенность интегриновых ре-
цепторов определяет вариативность адгезивного от-
вета у клеток при прочих равных условиях. Молеку-
ла интегринов состоит из внеклеточного домена,
осуществляющего связывание с лигандом, транс-
мембранного домена, определяющего разделение α-
и β-трансмембранных участков рецептора в плоско-

сти мембраны, и короткого цитоплазматического
домена, регулирующего связывание рецептора с
белками цитоскелета и сигнальными системами
(Luo et al., 2004; Morse et al., 2014). Активность инте-
гринов регулируется двояким образом: во-первых,
за счет связывания лиганда (белков ВКМ) с рецепто-
ром, которое приводит к активации посредством
конформационных изменений в эктодомене (out-
side-in signaling); во-вторых, за счет ассоциации
внутриклеточных адаптерных белков цитоскелета с
цитоплазматическим доменом рецептора, которая
завершается усилением аффинности интегринового
рецептора (inside-out signaling) (Li et al., 2016; Ивано-
ва, 2021).

Правильное функционирование рецепторов не-
обходимо для адекватного реагирования клетки на
действие внешних факторов. Как известно, в основе
многих биологических процессов, осуществляемых
белками, лежит специфическое взаимодействие
между белками и лигандами в функционально зна-
чимых зонах. Белок-белковые взаимодействия опо-
средуются специфическими местами связывания
(Reichmann et al., 2007). Как правило, к ним относят-
ся определенные пептидные сегменты, определяю-

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс; FGER –
пептид Phe-Gly-Glu-Arg; GER – пептид Gly-Glu-Arg.
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щие селективность взаимодействия. Ключевую роль
в межбелковых контактах играют линейные пептид-
ные структуры, способные связываться как со струк-
турированными доменами, так и с неструктуриро-
ванными участками белков (Petsalaki, Russell, 2008;
Tompa et al., 2009). Чаще всего сайты связывания
белков включают в свой состав крупные аминокис-
лотные остатки (Tyr, Arg и Trp) (Reichmann et al.,
2007; London et al., 2013).

Возросший интерес к поиску пептидных препа-
ратов, способных имитировать сайты связывания
(или другие функциональные центры белков) связан
с реальной возможностью регуляции функций бел-
ков посредством направленного изменения межбел-
кового интерфейса с помощью синтетических пеп-
тидов (Eichler, 2008; London et al., 2013; Apostolopou-
los et al., 2021). Не менее важна регуляторная роль
пептидных молекул, не имеющих структурного
сходства с межбелковыми сайтами связывания, в
модуляции эффективности межбелковых контактов.

Регуляторные пептиды относятся к группе поли-
функциональных соединений (Ашмарин, Каразее-
ва, 1996; Замятнин, 2004), т.е. обладают широким
спектром физиологической активности и могут воз-
действовать на разные мишени. Связано это, прежде
всего, с относительной простотой строения коротких
пептидных соединений, содержащих от 2 до 8 амино-
кислотных остатков. Ввиду малой длины последова-
тельности пептиды не образуют полноценной вто-
ричной структуры. Возможно наличие определен-
ных изгибов в аминокислотной цепи (β-изгибы или
неполные спиралевидные обороты), влияющих на
пространственную структуру пептида, чаще всего
приводящую к флуктуации пространственной ори-
ентации боковых радикалов аминокислотных остат-
ков, входящих в состав пептида (Костецкий, Арте-
мьев, 2000). Если в состав пептида не входят остатки
Cys, способные образовывать дисульфидные связи,
то пептид, в этом случае, не содержит внутримолеку-
лярного пространственного стабилизатора. Большая
часть биологически активных пептидов характери-
зуется подвижной конформацией, изменяющейся в
зависимости от условий микроокружения, в первую
очередь от величины рН среды. Пространственная
подвижность регуляторных пептидов, с одной сто-
роны, обусловливает их полифункциональность, с
другой – создает трудности при отборе пептидов, ре-
гуляторное действие которых должно ограничивать-
ся только одной клеточной мишенью.

Цель представленной работы заключалась в изу-
чении вариативности воздействия коротких пепти-
дов с общим структурным ядром GER (Gly-Glu-Arg)
и FGER (Phe-Gly-Glu-Arg) на адгезию эпителиопо-
добных клеток в зависимости от стадии клеточного
адгезивного ответа и использованных полимерных
носителей с различными характеристиками в каче-
стве поверхности прикрепления.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки. В работе использовали эпителиоподоб-
ную линию клеток CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary
cells, клетки яичника китайского хомячка), получен-
ную из “Коллекции культур клеток позвоночных”
(Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург).

Для проведения экспериментов клетки культиви-
ровали в среде ДМЕМ/F12, содержащей 10% эмбри-
ональной телячьей сыворотки (Gibco, США),
50 мкг/мл пенициллина и стрептомицина (Gibco,
США) в атмосфере 5% СО2 при 37°С. Клетки, до-
стигшие монослоя, промывали фосфатно-солевым
буферным раствором (PBS; Sigma, США) и суспен-
дировали в питательной среде.

Оценка адгезии клеток. Влияние пептидов GER и
FGER, синтезированных на кафедре химии природ-
ных соединений СПбГУ, на адгезию клеток линии
CHO-K1 оценивали по описанному ранее методу
(Yakuwa et al., 1989). Клетки инкубировали с пепти-
дами или без пептидов (контроль). Пептиды вноси-
ли в клеточную суспензию в полной питательной
среде в концентрациях от 10–10 до 10–5 М перед экс-
периментом. Клеточную суспензию (106 кл./мл) пе-
реносили в 96-луночные планшеты (Corning, США),
предварительно обработанные или нет раствором
желатина (здесь и далее: 20 мкг/мл в PBS, 18 ч при
4°С,) или поли-L-лизина (0.01%). Клетки выдержива-
ли 1 ч при 37°С в атмосфере 5% СО2. Прикрепившиеся
клетки окрашивали кристаллическим фиолетовым
(0.3% в метаноле). Связанный краситель экстрагиро-
вали этанолом. Оптическую плотность полученного
экстракта измеряли на анализаторе “Униплан” (Пи-
кон, Россия) при длине волны 570 нм. По величине
оптической плотности судили об изменении коли-
чества прикрепившихся клеток. Результаты выража-
ли в % от контроля.

Оценка распластывания. Изучали процесс распла-
стывания клеток на чашках Петри (Corning, США),
покрытых или нет раствором желатина (см. выше), в
которые вносили клетки (2 × 105 кл./мл) в питатель-
ной среде, содержащей 0.2% сыворотки. Пептиды в
концентрации от 10–10 до 10–5 М вносили в клеточ-
ную суспензию перед посевом клеток на чашки Пет-
ри. Клетки выдерживали 45 мин при 37°С в CO2-инку-
баторе. Подсчет клеток после их фиксации проводили
под микроскопом Axiovert 40C (Carl Zeiss, Германия),
используя объектив 20×. Распластанной считали клет-
ку с выраженными отростками, нераспластанной ─
клетку округлой формы. Учитывали количество рас-
пластанных клеток (%) при подсчете не менее
200 клеток в каждом варианте.

Статистическая обработка результатов. Результа-
ты представлены в виде средних значений и их оши-
бок. Достоверность различий оценивали с помощью
t-критерия Стьюдента для сравнения контрольных и
экспериментальных групп.
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ИВАНОВА

РЕЗУЛЬТАТЫ
В работе исследовали влияние коротких пепти-

дов: трипептида GER и тетрапептида FGER, отлича-
ющегося от трипептида наличием дополнительного
аминокислотного остатка Phe на N-конце молеку-
лы, на адгезивную способность эпителиоподобных
клеток СНО-К1. Оценивали клеточный ответ под
действием пептидов на разных субстратах клеток:
культуральном пластике и на пластике, покрытом
поли-L-лизином (синтетическим поликатионом)
или желатином (природным биодеградируемым по-
лимером). Последний является продуктом денатура-
ции коллагена I типа, одного из основных компо-
нентов ВКМ, определяющих взаимодействие рези-
дентных клеток.

Установлено, что пептид GER при всех использо-
ванных концентрациях увеличивал число прикре-
пившихся клеток к необработанному пластику, при
этом максимальный эффект наблюдали при концен-
трациях 10–10–10–8 М (P < 0.05 или P < 0.01) (рис. 1а).
Менее выраженный эффект отмечали при культиви-
ровании клеток с пептидом GER в дозах 10–7–10–5 М
(P < 0.01 или P < 0.05).

Пептид FGER по сравнению с трипептидом GER
стимулировал процесс прикрепления изученных
клеток на необработанном пластике менее эффек-
тивно (рис. 1б). Культивирование клеток с пептидом
FGER приводило к увеличению числа прикрепивших-
ся клеток при концентрациях 10–10–10–9 М (P < 0.01) и
10–7–10–6 М (P < 0.05 или P < 0.01). Необходимо от-
метить, что усиление клеточной адгезии на культу-
ральном пластике под действием пептида FGER в
диапазоне концентраций от 10–9 до 10–5 М сохраня-
лось приблизительно на одном уровне.

Хорошо известно, что изменение физико-хими-
ческих параметров субстрата влияет на степень кле-
точной адгезии (Maheshwari et al., 2000; Yeung et al.,
2005; Wells, 2008). Адсорбция поли-L-лизина или
желатина на культуральном пластике по-разному
влияла на способность клеток, обработанных иссле-
дованными пептидами, прикрепляться к твердой
поверхности (рис. 1). Пептиды GER и FGER, вне-
сенные в питательную среду, не влияли на адгезию
эпителиоподобных клеток к синтетическому поли-
катиону поли-L-лизину.

Оба изученных пептида увеличивали количество
прикрепившихся клеток к желатину в широком диа-
пазоне концентраций (кроме концентрации 10–5 М)
по сравнению с контрольными клетками, не обрабо-
танными пептидами (рис. 1). При этом по абсолют-
ным значениям пептид GER стимулировал клеточ-
ную адгезию на желатине больше, чем пептид FGER
(за исключением концентрации 10–7 М) по сравне-
нию с контрольными клетками.

Показано, что пептид GER в дозах от 10–10 до 10–8 М
(P < 0.01 или P < 0.001) стимулировал клеточную ад-
гезию на желатине практически так же (по величи-

не), как и на необработанном пластике, а в дозах 10–7 и
10–6 М (P < 0.01 или P < 0.001) незначительно усили-
вал адгезию на желатине по сравнению с необрабо-
танным пластиком (рис. 1а). Количество прикре-
пившихся клеток на желатине под действием пепти-
да FGER увеличивалось по сравнению с таковым на
необработанном пластике. При этом пептид стимули-
ровал клеточную адгезию на желатине в концентрации
от 10–10 до 10–6 М (P < 0.01 или P < 0.001) (рис. 1б).

Для интерпретации полученных данных введено
понятие прироста прикрепленных (распластанных)
клеток на определенном субстрате относительно со-
ответствующих контрольных значений (использова-
ли средние значения). Отношение прироста при-
крепленных (распластанных) клеток на желатине к
аналогичному показателю на необработанном пла-
стике позволяет более четко оценить степень влия-
ния типа субстрата на изменение числа прикреплен-
ных (распластанных) клеток под воздействием пеп-
тидов.

Сравнивая значения прироста обработанных
пептидами прикрепившихся клеток к желатину и к
необработанному пластику, обнаружили следую-
щее. Максимальное усиление адгезии клеток к же-
латину под влиянием пептида GER отмечали при
концентрациях 10–7 (в 2.03 раза) и 10–6 М (в 1.41 раза)
по сравнению с таковым на необработанном пласти-
ке. При обработке клеток пептидом FGER макси-
мальное увеличение количества прикрепленных
клеток к желатину обнаружено при концентрациях
пептида 10–9 (в 1.83 раза), 10–7 (в 1.94 раза) и 10–6 М (в
1.76 раза). Это означает, что на желатине пептид
GER наиболее эффективно действовал в дозах 10–7 и
10–6 М, а пептид FGER – в дозах 10–9, 10–7 и 10–6 М в
сравнении с необработанным пластиком.

Из данных, представленных на рис. 2, видно, что
пептиды GER и FGER участвуют в регуляции про-
цессов распластывания эпителиоподобных клеток
линии СНО-К1. Оба исследованных пептида стиму-
лировали распластывание клеток на необработан-
ном пластике во всем диапазоне исследованных
концентраций. Не обнаружено зависимости доза–
эффект для обоих пептидов, данные об увеличении
числа распластанных клеток на необработанном
пластике колебались в пределах близких значений
для каждого из исследованных пептидов. Вместе с
тем, наибольшее увеличение количества клеток, рас-
пластанных на пластике, выявлено под действием пеп-
тида GER в дозах 10–9 (в 1.29 раза), 10–7 (в 1.35 раза) и
10–5 М (в 1.29 раза), а под действием пептида FGER –
при концентрациях 10–8 и 10–7 М (в 1.31 раза) по
сравнению с контрольными клетками.

Процесс распластывания клеток СНО-К1 на пла-
стике, покрытом желатином, после обработки кле-
ток пептидом GER отличался от такового после куль-
тивирования клеток с пептидом FGER (рис. 2а, б).
Пептид GER практически не влиял на процессы
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клеточного распластывания на желатине при кон-
центрациях 10–10–10–8 М и только при концентра-
ции 10–7 (P < 0.01) и 10–6 М (P < 0.05) увеличивал ко-
личество распластанных клеток по сравнению с кон-
трольными клетками. Пептид FGER во всем

диапазоне использованных концентраций увеличивал
число распластанных клеток на желатине (P < 0.01 или
P < 0.001) по сравнению с контролем.

Интересно отметить, что прирост распластанных
клеток на желатине под действием пептида FGER су-

Рис. 1. Влияние пептидов GER (а) и FGER (б) на адгезию клеток СНО-К1 на необработанном пластике и на пластике, по-
крытом поли-L-лизином или желатином. Концентрация пептидов (М): 10–10 (1), 10–9 (2), 10–8 (3), 10–7 (4), 10–6 (5), 10–5 (6).
Представлены данные в % от контроля (клеток, не обработанных пептидами). Пептиды вносили в питательную среду с 10%
сыворотки перед началом эксперимента. Через 1 ч культивирования при 37°С прикрепившиеся клетки окрашивали кристал-
лическим фиолетовым. По величине оптической плотности экстрагированного красителя судили об изменении числа при-
крепившихся клеток. Достоверность отличий от контроля показана одной (P < 0.05), двумя (P < 0 .01) или тремя (P < 0.001)
звездочками (по t-критерию Стьюдента). В каждом варианте сделано от 5 до 7 независимых измерений.
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Рис. 2. Влияние пептидов GER (а) и FGER (б) на распластывание клеток СНО-К1 на необработанном пластике или на пла-
стике, покрытом желатином. Концентрация пептидов (М): 10–10 (1), 10–9 (2), 10–8 (3), 10–7 (4), 10–6 (5), 10–5 (6). Контроль
(К) – клетки, не обработанные пептидами. Данные представлены в % (см. Материал и методика).
Пептиды вносили в питательную среду с 0.2% сыворотки перед началом эксперимента. Подсчет распластанных клеток про-
водили через 45 мин культивирования при 37°С. Достоверность отличий от контроля показана одной (P < 0.05), двумя
(P < 0.01) или тремя (P < 0.001) звездочками (по t-критерию Стьюдента). В каждом варианте сделано от 4 до 6 независимых
измерений.
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щественно возрастает в дозах 10–10 (в 1.46 раза), 10–6 (в
1.48 раза) и 10–5 М (в 1.23 раза) по сравнению с ана-
логичными значениями на необработанном пласти-
ке (рис. 2б). В то же время пептид GER уменьшал
прирост распластанных клеток на желатине в кон-
центрациях 10–7 (в 1.35 раза) и 10–6 М (в 1.17 раза) по
сравнению с приростом распластанных клеток на
необработанном пластике после внесения пептида в
культуральную среду (рис. 2а).

В результате проведенного анализа показано, что
изученные пептиды GER и FGER стимулировали
клеточную адгезию как на необработанном пласти-
ке, так и на желатине, адсорбированном на пласти-
ке. На желатине отчетливой зависимости между уве-
личением количества прикрепленных клеток и ис-
пользованной концентрацией пептидов при их
добавлении в клеточную суспензию не выявлено.
Установлено, что степень влияния пептидов GER и
FGER на распластывание клеток существенно зави-
села от свойств субстрата. Так, на культуральном
пластике пептиды GER и FGER стимулировали рас-
пластывание клеток, в то же время на желатине пеп-
тид FGER сохранял свою активность, а пептид GER
частично ее утрачивал.

ОБСУЖДЕНИЕ
Клеточная адгезия является многофакторным про-

цессом, в котором ключевую роль играют трансмем-
бранные интегриновые рецепторы, обеспечивая взаи-
мосвязь между внеклеточными лигандами (компонен-
тами ВКМ) и цитоскелетом клетки (Humphries et al.,
2004; Harburger, Calderwood, 2009; Barczyk et al.,
2010; Byron, Frame, 2016). Свойства субстрата оказы-
вают непосредственное влияние на поведение куль-
тивируемых клеток, изменяя их рост, дифференци-
ровку и метаболизм (Yamada et al., 2003; Dubin-Thaler
et al., 2004; Zemljic et al., 2007; Kim et al., 2011).

Полученные нами данные о регуляции пептида-
ми GER и FGER адгезивной способности эпителио-
подобных клеток линии СНО-К1 на стадии при-
крепления и распластывания клеток свидетельству-
ют о вовлечении в этот процесс молекул адгезии
интегринов. Косвенным подтверждением этого по-
ложения являются данные об отсутствии влияния
исследованных пептидов на адгезию клеток к поли-
L-лизину. Возможно, это связано с неспецифиче-
ским характером образующихся электростатических
связей между повторяющимися NH2-группами по-
ликатиона и фосфатными группами фосфолипид-
ных молекул клеточных мембран в процессе при-
крепления клеток к положительно заряженному по-
ли-L-лизину (Cuvelier et al., 2007; Reuter et al., 2009).

Установлено, что пептиды GER и FGER увеличи-
вали клеточную адгезию как на культуральном пла-
стике, так и на пластике, покрытом природным поли-
мером желатином. Вместе с тем скорость прикрепле-
ния клеток на желатине существенно возрастала после

воздействия исследованными пептидами. При этом
пептид GER в большей степени стимулировал про-
цессы клеточной адгезии на желатине в концентра-
ции 10–7 М, а пептид FGER – в концентрации 10–9 и
10–7 М, если сравнивать с клеточной адгезией на не-
обработанном пластике.

Степень влияния пептидов GER и FGER на рас-
пластывание клеток существенно зависела от
свойств субстрата. Если на необработанном пласти-
ке оба пептида практически в равной степени стиму-
лировали распластывание клеток, то на желатине
только пептид FGER сохранил эффект стимулиро-
вания процессов распластывания, а пептид GER ча-
стично ингибировал распластывание клеток по
сравнению с таковым на необработанном пластике.

Известно, что скорость прикрепления клеток к
субстрату зависит от продолжительности первичных
контактов клеток с адгезивной поверхностью. Мож-
но предположить, что на необработанной пластико-
вой поверхности продолжительность первичных
контактов клеток после их обработки пептидами
значительно больше, чем на желатине. Это обуслов-
ливает большую начальную скорость прикрепления
обработанных пептидами клеток на желатине. Второй
возможной причиной относительного уменьшения
скорости прикрепления клеток на пластике после дей-
ствия пептидов может быть увеличение у клеток пери-
ода адаптации к условиям микроокружения, что может
быть связано, главным образом, с синтезом молекул
ВКМ (например, фибронектина для эпителиальных
клеток) (Filenius et al., 2003; Xu, Mosher, 2011) и экс-
прессией интегриновых рецепторов (более шести,
самый распространенный интегрин – α5β1), для ко-
торых лигандом является фибронектин (Takada et al.,
2007; Xu, Mosher, 2011; Иванова, 2017). Клетки, посе-
янные на желатин, экспрессируют интегрины α5β1 и
αvβ3, связывающиеся с желатином в качестве лиган-
да (Plow 2000; Heino, 2007).

Пептиды GER и FGER могут по-разному влиять
на активность интегринов. Например, пептиды мо-
гут взаимодействовать аллостерически с разными
участками рецепторной молекулы, приводя к раз-
личным конформационным перестройкам рецепто-
ра. В результате этих процессов может изменяться
степень рецепторного взаимодействия с лигандами,
замедляя или ускоряя лиганд-рецепторное связыва-
ние (Cavalcanti-Adam et al., 2007). Доля лиганд-связан-
ных рецепторов, в свою очередь, может определять
степень кластеризации интегринов (Hantgan et al.,
2003; Selhuber-Unkel et al., 2008). Это означает, что
чем больше количество лиганд-связанных интегри-
нов имеется в клеточной мембране, тем крупнее
формирующиеся кластеры рецепторов, и наоборот.

На стадии формирования первичных адгезион-
ных структур во время прикрепления клеток к суб-
страту, по-видимому, размеры формирующихся ре-
цепторных кластеров (Maheshwari et al., 2000) не ока-
зывают определяющего влияния на клеточный
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ответ. Общее количество клеточных контактов с
субстратом возрастает независимо от размеров пер-
вичных адгезионных комплексов, основой которых
являются кластеры интегринов. Это означает, что на
первом этапе прикрепления клеток к субстрату пеп-
тиды GER и FGER приблизительно в равной степе-
ни влияют на клеточный ответ.

При переходе клетки к распластыванию размеры
формирующихся адгезионных структур определяют
процесс их созревания. Часть мелких адгезионных
комплексов распадается, другие укрупняются и ре-
крутируют дополнительные белки с различными
свойствами. Можно предположить, что пептид GER
при высеве клеток на желатин ограничивает либо
процесс кластеризации интегринов, либо частично
ингибирует процессы перехода более мелких по раз-
меру адгезионных структур в более крупные образо-
вания. Именно с этими процессами может быть свя-
зано относительное ингибирование клеточного рас-
пластывания на желатине после обработки клеток
пептидом GER.

Пептид FGER, аллостерически взаимодействуя с
определенными короткими сайтами рецептора, не
только не ограничивал процессы лигирования ре-
цепторов, но, напротив, ускорял их, вероятно, за
счет увеличения скорости диффузии рецепторов в
плоскости клеточной мембраны (Lepzelter, Zaman,
2010). В конечном итоге, пептид FGER увеличивал
скорость укрупнения кластеров интегринов, а зна-
чит и адгезионных структур при высеве клеток на
желатин.

Приблизительно равный эффект стимулирова-
ния распластывания клеток на культуральном пла-
стике у исследованных пептидов (рис. 2) может быть
связан не только с сохранением числа адгезионных
контактов клетки с субстратом, сформированных на
этапе прикрепления клеток, но и с возможным сход-
ным влиянием пептидов на силу связывания адгези-
онных структур с субстратом (Wolfenson et al., 2014).

Кроме того, пептиды GER и FGER могут влиять
на активность интегриновых рецепторов опосредо-
ванно через регуляцию функций других белков, во-
влеченных в структурирование адгезионных струк-
тур (Flier, Sonnenberg, 2001; Morse et al., 2014), что
приведет к реорганизации цитоскелета, которая в
свою очередь обеспечит деформацию клеточной
мембраны, т.е. позволит клетке распластываться на
субстрате. Например, пептиды GER и FGER могут
по-разному регулировать у клеток процесс рекрути-
рования талина, одного из адаптерных белков, в ин-
тегриновые кластеры в зависимости от использован-
ного субстрата.

Связывание головного домена талина с NPXY-
фрагментом цитоплазматического домена β-субъ-
единицы интегринов осуществляется на начальных
стадиях формирования адгезионных структур и фор-
мирует первичную адгезионную платформу для во-
влечения дополнительных актин-связывающих бел-

ков, таких как винкулин и др. (Ziegler et al., 2008;
Moser et al., 2009; Critchley, 2009; Иванова, 2021), ос-
новное значение которых заключается в формирова-
нии дополнительных связей с F-актином цитоскеле-
та. Можно предположить, что влияние пептидов
GER и FGER может варьировать на стадии вовлече-
ния в формирующиеся адгезионные структуры ак-
тин-связывающих белков в зависимости от субстра-
та. Так, пептид FGER, аллостерически взаимодей-
ствуя с интегринами, может ускорять связывание
талина с β-субъединицей рецептора, которое в свою
очередь ускорит связывание талина с молекулами
винкулина. В конечном итоге, это приведет к увели-
чению количества связей между адаптерными бел-
ками и F-актином, а значит и ускорению ассоциа-
ции интегринов с актиновыми филаментами. В этом
случае условия для клеточного распластывания на
желатине под воздействием пептида FGER будут оп-
тимальными.

Возможно, изменение пространственной струк-
туры рецепторов под влиянием пептида GER при
высеве клеток на желатин приводило к ограничению
числа молекул талина, связавшихся с β-субъедини-
цей интегринов, может быть, в результате маскиров-
ки фрагмента NPXY у части популяции рецепторов.
Соответственно, уменьшение количества молекул
талина, связавшихся с рецепторами, обусловит со-
кращение рекрутированных в адгезионные структу-
ры молекул винкулина, что, безусловно, замедлит
ассоциацию интегринов с цитоскелетом. Как ре-
зультат, распластывание клеток, обработанных пеп-
тидом GER, на желатине будет замедляться.

Активность пептидов определяется их структурой.
Как уже упоминалось, исследованные трипептид GER
и тетрапептид FGER содержат общий трипептидный
фрагмент. Оба пептида в качестве С-концевой амино-
кислоты содержат одинаковый остаток (Arg). В каче-
стве N-концевого аминокислотного остатка трипеп-
тид содержит неполярный остаток Gly без бокового
радикала, а тетрапептид – неполярный остаток Phe,
содержащий в боковом радикале бензольное кольцо
(Шульц, Ширмер, 1982; Кантор, Шиммел, 1984).

Известно, что все элементы пептидной связи
(CO–NH) располагаются в одной плоскости и пре-
пятствуют вращению вокруг нее пептидной цепи.
Осевое вращение остова пептидной цепи возможно
вокруг связи, которая соединяет α-углеродный атом
и карбонильный углерод пептидной связи во втором
с N-конца аминокислотном звене, или связи, кото-
рая соединяет α-углеродный атом и NH-группу пеп-
тидной связи в 3-ем с N-конца аминокислотном
остатке. Такой поворот изменяет направление хода
пептидной цепи, т.е. по месту осевого поворота про-
исходит изгиб основной цепи в пространстве (Кан-
тор, Шиммел, 1984; Щербак, 2005).

Концевые аминокислотные остатки пептидов не
участвуют в осевом вращении остова пептидной це-
пи. В случае пептида FGER более вероятно осевое
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вращение вокруг связи между α-углеродным атомом
и карбонилом пептидной связи остатка Gly и менее
вероятно осевое вращение между α-углеродным ато-
мом и карбонилом пептидной связи остатка Glu
ввиду стерических ограничений из-за больших раз-
меров боковых радикалов у остатков Glu и Arg у тет-
рапептида. Можно предположить, что пептид FGER
в среде инкубации может находиться в изогнутой в
результате осевого вращения форме, а также в виде
биологически активных конформеров с характерны-
ми перегибами пептидной цепи без изменения оси
вращения по пептидным связям. Что касается пеп-
тида GER, то ввиду очень короткой пептидной цепи
осевой поворот пептидной цепи по месту располо-
жения остатка Glu мало вероятен. Однако сохраня-
ется возможность перегибов пептидной цепи без из-
менения оси вращения вокруг пептидных связей.

Выявленные различия в действии пептидов GER
и FGER на адгезивный ответ клеток, по-видимому,
обусловлены их структурными различиями. Тетра-
пептид, контактируя с определенным участком ре-
цептора, может фиксировать свой N-конец с помо-
щью гидрофобного радикала остатка Phe с любым
гидрофобным аминокислотным остатком рецепто-
ра, одновременно С-концевая аминокислота пепти-
да Arg может взаимодействовать электростатически
через положительно заряженную гуанидиновую
группу с боковыми радикалами отрицательно заря-
женных аминокислотных остатков (Glu или Asp),
локализованных в интегриновом рецепторе. Кроме
того, отрицательно заряженный остаток Glu в пеп-
тиде может также связываться электростатически с
положительно заряженными аминокислотными
остатками рецептора.

В отличие от тетрапептида, пептид GER на N-
конце содержит остаток Gly, который из-за отсут-
ствия бокового радикала характеризуется высокой
подвижностью в плоскости основной пептидной це-
пи, что может уменьшать скорость фиксации остат-
ка Gly у пептида с рецептором. Ориентация боковых
радикалов у аминокислотных остатков (Glu и Arg)
определяет взаимодействие этого пептида с каким-
либо участком интегринов.

Кроме вклада в связывающую активность иссле-
дованных пептидов боковых радикалов аминокис-
лотных остатков, входящих в состав этих пептидов,
не менее важна способность пептидов изменять
свою пространственную конфигурацию. Как уже
упоминалось, тетрапептид FGER, в отличие от пеп-
тида GER, может формировать более разнообраз-
ный спектр конформеров с изогнутой конформаци-
ей, обеспечивая тем самым большую вариативность
взаимодействия пептида с рецептором в зависимо-
сти от условий микроокружения. Это создает усло-
вия для проявления большей активности пептида
FGER по сравнению с пептидом GER на модели ад-
гезивного ответа клеток линии СНО-К1.

При взаимодействии пептидов с молекулами ре-
цепторов возможны два варианта ориентации пепти-
дов относительно аминокислотной последовательно-
сти интегринов – параллельная или антипараллель-
ная. В обоих случаях ввиду конформационной
изменчивости пептидов возможно взаимодействие
как пары заряженных аминокислотных остатков,
так и одного из двух указанных остатков (или Arg,
или Glu) у исследованных пептидов с противопо-
ложно заряженными остатками аминокислот, лока-
лизованных в последовательности интегринов. Не-
полярный остаток Phe у пептида FGER может фор-
мировать дополнительно гидрофобную связь с
неполярными аминокислотными остатками рецеп-
тора. Возможно, пептиды взаимодействуют с участ-
ками, расположенными в карманоподобных струк-
турах рецепторов, содержащих кластеры из поляр-
ных и гидрофобных аминокислотных остатков. В
любом случае такие локальные взаимодействия мо-
гут привести к изменению заряда или ориентации
боковых радикалов у аминокислотных остатков в ре-
цепторной молекуле, а значит к мозаичным измене-
ниям конформации, которые в зависимости от усло-
вий окружения могут маскировать или демаскиро-
вать в интегринах эпитопы связывания, тем самым
ослаблять или усиливать активность интегриновых
рецепторов.

Суммируя вышесказанное, можно заключить,
что исследованные в работе пептиды могут участво-
вать в регуляции межбелковых взаимодействий на
разных ступенях адгезивного ответа клеток в зависи-
мости от имеющихся условий окружения. Пептиды
могут связываться с одним и тем же или сходным по
строению сайтом в молекуле рецептора, вызывая
сходный биологический эффект, например, при адге-
зии и распластывании на необработанном пластике,
или с сайтами, расположенными в разных участках ре-
цептора, приводя к разнонаправленному влиянию на
адгезивный ответ, например, при распластывании
клеток на желатине. Не исключено также, что пептиды
могут взаимодействовать с несколькими участками
рецептора одновременно, обусловливая суммарное
усиление или ослабление адгезивного ответа клеток.

В период пост-пептидного связывания с опреде-
ленными участками рецептора (или других компо-
нентов адгезии) могут происходить краткосрочные
или долговременные изменения структурной ориен-
тации рецепторов, вызванные локальными диссо-
циациями во вторичной или третичной структурах
рецептора, обусловленные образованием электро-
статических и (или) гидрофобных связей с регуля-
торными пептидами. Т.е. можно говорить о суще-
ствовании механизма регуляции межбелковых взаи-
модействий, включая лиганд-рецепторные связи,
через изменение пространственной структуры
участников взаимодействия с помощью коротких
регуляторных пептидов. В этом случае регуляторные
пептиды (в том числе GER и FGER) можно отнести
к группе низкомолекулярных аллостерических мо-
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дуляторов, способных при определенных внешних
условиях изменять межбелковый интерфейс связы-
вающихся белков.

Регуляторные пептиды с подобными функцио-
нальными характеристиками являются перспектив-
ными для использования в терапии заболеваний,
связанных с патологией межбелковых контактов, та-
ких как вирусные и бактериальные инфекции, а так-
же аутоиммунные и онкологические заболевания.
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Analysis of the participation of short peptides GER and FGER containing common tripeptide fragment in the reg-
ulation of adhesive response of CHO-K1 cells was conducted. Both peptides stimulated cell adhesion both to un-
treated plastic and to gelatin-coated plastic, but did not change cell attachment to poly-L-lysine-coated plastic.
Tripeptide GER had larger stimulation effect on cell adhesion to untreated plastic. Peptide FGER increased the rate
of cell attachment to gelatin in a wider range of concentrations as compared to adhesion to untreated plastic. Varia-
tivity of cell spreading to different substrates under peptide action was demonstrated. On untreated plastic both in-
vestigated peptides practically in equal extent stimulated cell spreading. On gelatin peptide FGER kept the stimula-
tion effect on cell spreading, but peptide GER partly inhibited cell spreading as compared to cell spreading on un-
treated plastic. It was established that insertion of additional N-terminal hydrophobic amino acid residue Phe to
tripeptide fragment GER changes the regulatory activity of peptide at the cell adhesion model depending on the stage
of cell connection with substrate and/or on substrate properties. The structural-functional activity of investigated
short peptides on the instance of different structural components of adhesive structures is discussed.
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