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Генетически запрограммированный отклик на 
гипоксию регулируется кислородзависимыми фер-
ментами, к которым относятся и -кетоглутарат-
зависимые негеминовые диоксигеназы. В качестве 
субстратов этих ферментов выступают как белки 
(транскрипционные факторы и гистоны), так и 
ДНК [1]. К одним из наиболее популярных суб-
стратов этой группы ферментов относится HIF, 
открытый в 1992 г. [2, 3]. HIF включает транскрип-
цию более 100 генов, действие которых направле-
но на выживание клетки в условиях нехватки кис-
лорода. HIF состоит из двух субъединиц – α- и β-. 
Стабильность первой из них регулируется гидрок-
силированием остатка пролина 564, катализируе-
мым HIF-пролилгидроксилазой (PHD) – фермен-
том, открытым в 2002 г., т.е. значительно позже, 
чем сам HIF [4]. Последовательность, содержащая 
гидроксилированный пролин, распознается бел-
ком фон Хиппеля–Линдау (pVHL), входящим в 
убиквитинлигазный комплекс, обеспечивающий 
убиквитинирование α-субъединицы, приводящее 
к ее последующей протеасомной деградации. 
Именно гидроксилирование пролина под действи-
ем HIF PHD можно считать основным механизмом 

регуляции белковой стабильности HIF, причем эта 
ферментативная стадия лимитирует скорость все-
го многоступенчатого процесса деградации HIFα. 

HIF PHD – металлозависимый фермент; атом 
железа координируется тремя аминокислотными 
остатками в активном центре HIF PHD, молекулой 
субстрата (α-кетоглутарата) и молекулой воды, как 
показано на рис. 1. Металлы, которые так же, как 
и железо, могут использовать в качестве коорди-
национных лигандов остатки гистидина и кар-
боксильные группы, должны проявлять себя как 
ингибиторы фермента HIF PHD. В ряде случаев 
именно с помощью координации других металлов, 
например марганца (5L9B.pdb  или 4BQW.pdb) и 
никеля (4JZR.pdb), в активном центре рекомби-
нантной HIF PHD были получены ее кристаллы и 
установлена кристаллическая структура.

Для ингибирования активности в физиологи-
ческих условиях внутри клетки имеет значение 
не только способность иона металла замещать 
железо в активном центре фермента, но и его спо-
собность проникать через клеточную мембрану. 
В этой связи представляет интерес исследование 
ряда переходных и тяжелых металлов на способ-
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ность стабилизировать и активировать HIF, ис-
пользуя клеточные репортеры на основе люцифе-
разы светляков.

В настоящее время существуют два типа репор-
теров. 

1. Наиболее популярны и коммерчески до-
ступны «промоторные» репортеры, которые пред-
ставляют собой ген люциферазы под контролем 
промотора, активируемого определенным транс-
крипционным фактором за счет распознавания и 
взаимодействия со специфической последователь-
ностью, в нашем случае с так называемым «эле-
ментом» гипоксического отклика (HRE). Такой 
репортер (HRE-luc) [5] отличает интегральный 
отклик, чувствительный ко всем стадиям актива-
ции транскрипционного фактора, начиная от его 
стабилизации, дополнительной посттрансляцион-

ной модификации под действием ацетилаз и ки-
наз, транслокации в ядро, образования комплекса 
с белками-активаторами транскрипции, и наконец, 
собственно синтеза люциферазы, активность ко-
торой и детектируют. Отклик репортеров такого 
типа наступает со значительным запаздыванием 
(индукционный период около 3 ч) и невелик по 
абсолютной величине сигнала люминесценции по 
сравнению с репортерами второго типа, как пока-
зано на примере репортеров антиоксидантного от-
клика [6]. 

2. Ко второму типу относятся так называемые 
«фьюжен»-репортеры, позволяющие следить за 
интересующим белком в виде его гибрида с бел-
ком-маркером. Они специфичны исключитель-
но к стадии стабилизации интересующего белка. 
Репортеры такого типа пригодны для визуализа-
ции транскрипционного фактора в клетке и для 
высокопродуктивного скрининга потенциальных 
лекарственных препаратов – активаторов транс-
крипционного фактора, действующих по принци-
пу стабилизации белка.

В нашем случае предполагалось использование 
клеточного репортера, регистрирующего стаби-
лизацию кислородчувствительного домена HIFα 
(HIF ODD – oxygen dependent degradation domain) в 
виде его гибридного белка с люциферазой светля-
ков (HIF ODD-luc) [7]. Принцип действия репорте-
ра HIF ODD-luc представлен на рис. 2. Гибридный 
ген клонирован под контролем сильного конститу-
тивного промотора (pCMV), который обеспечивает 
постоянный синтез гибридного белка, состоящего 
из HIF ODD домена c гидроксилируемым Pro564 

Рис. 1. Каталитический центр HIF-пролилгидроксилазы

Рис. 2. Принцип действия репортера HIF1 ODD-luc 
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(N-концевой домен гибридного белка), и фермен-
та люциферазы (С-концевой домен) [7]. HIF ODD 
домен, имеющий в своем составе Pro564, является 
субстратом HIF PHD: Pro564 подвергается гидрок-
силированию, и весь гибридный белок распознает-
ся белком pVHL, убиквитинириуется и подверга-
ется протеасомной деградации, которая разрушает 
и белок люциферазы. Таким образом, в стационар-
ном состоянии, люминесцентный сигнал репорте-
ра минимален и соответствует равновесной кон-
центрации гибридного белка. При проведении 
валидации и оптимизации клеточного репортера 
в целях скрининга активаторов HIF было показа-
но, что скорость-лимитирующей стадией действия 
клеточного репортера служит стадия, катализируе-
мая HIF PHD. Была также проведена оценка равно-
весной концентрации гибридного белка (4 нМ [7]), 
которая оказалась намного ниже константы Миха-
элиса. Таким образом, репортер функционирует в 
условиях ненасыщения по субстрату. Ингибиторы 
фермента приводят к немедленной стабилизации 
гибридного белка, что выражается в увеличении 
люминесцентного сигнала на порядки, а это позво-
ляет сразу регистрировать накопление гибридного 
белка под действием ингибиторов фермента (акти-
ваторов HIF). Как было нами показано на примере 
изучения антигипоксических свойств флавонои-
дов [8], стабилизация HIFα обязательно ведет к его 
активации – активаторы репортера HIF ODD-luc 
всегда проявляют себя как активаторы HRE-luc, но 
не наоборот. Активация HRE-luc может отражать 
стадии, отличные от стабилизации HIF-белка (см. 
ниже в разделе «Материалы и методы»).

В данной работе была проанализирована спо-
собность металлов активировать клеточные репор-
теры обоих типов и, следовательно, стабилизиро-
вать и активировать HIF. Была изучена активация 
репортеров в широком диапазоне концентраций 
под действием ионов цинка, марганца, никеля, 
меди, кобальта, кадмия, свинца, золота, олова, и 
ртути. Полученные результаты хорошо объясняют, 
почему именно обработка клеток ионами кобаль-
та так широко используется для моделирования 
(имитации) гипоксии.

Материалы и методы

Реактивы. В работе использовали следующие 
соли металлов: 

HgCl2, H[Au(Cl)4], SnCl2×2H2O, CuCl2, 
MnCl2×4H2O, Pb(CH3COO)2×3H2O, 
CdSO4×8/3H2O, CoCl2×6H2O, Ni(NO3)2×6H2O, 
Zn(CH3COO)2. 
Растворы металлов сначала готовили в воде, а 

затем разбавляли в Трис-HCl-буфере (рН 7,4) для 
получения запасных растворов (5 мМ). Все хи-
мические реактивы были приобретены у фирмы 
«Sigma-Aldrich» (США), за исключением реакти-
вов для работы с клеточными культурами («Gibco», 
США), а также буфера для лизиса клеток и лю-
циферазного реагента BrightGloTM («Promega», 
США).

Репортерный анализ HIF1 ODD-luc. Исполь-
зовали клеточную линию нейробластомы челове-
ка SH-SY5Y, стабильно экспрессирующую репор-
тер HIF1 ODD-luc [7]. Клетки культивировали до 
конфлюэнтности, затем разбавляли в 20 раз сре-
дой для культивирования DMEM/F12+GlutaMAX 
(«Gibco», США) и засевали по 100 мкл в сте-
рильные белые 96-луночные микропланшеты 
плотностью 25 000 клеток на лунку, потом до-
полнительно культивировали в течение 16 ч при 
37 °С в присутствии 5% CO2. Добавляли аликво-
ты стоков солей металлов до желаемой конечной 
концентрации и инкубировали в тех же условиях 
4 или 24 ч. По окончании инкубации клетки раз-
рушали и измеряли люминесцентный сигнал на 
спектрофотометре «SpectraMax M5e» («Molecular 
Devices», США) с помощью люциферазного реа-
гента фирмы «Promega» (США). В качестве поло-
жительного контроля использовали циклопирокс. 
Люминесцентный сигнал в присутствии ионов ме-
таллов нормировали на фоновый сигнал репорте-
ра в отсутствие добавок.

Репортерный анализ HRE-luc. Вектор для 
экспрессии гена люциферазы светляков под 
контролем промотора гена енолазы, содержа-
щего элемент гипоксического отклика (HRE, 
5′-RCTGT-3′), был сконструирован ранее в целях 
скрининга активаторов HIF с разными механиз-
мами действия [5]. Клеточная линия на основе 
иммортализованных нейронов гиппокампа мыши 
HT22, стабильно экспрессирующая репортер 
HRE-luc, позволяет идентифицировать активаторы 
HIF, которые работают по механизму активации 
транскрипции, активации связывания HIF с HRE, 
активации и стабилизации белка HIF (ингибиторы 
HIF PHD, pVHL, протеасомы). Проведение дан-
ного репортерного анализа аналогично предыду-
щему, за исключением того, что плотность засева 
составляет 10 000 клеток на лунку. Все экспери-
менты проводились в тройном повторе.

Результаты и обсуждение

Изучение влияния ионов металлов, имеющих 
высокое сродство к сульфгидрильным группам, 
таких как Au3+, Pb2+, Sn2+ и Hg2+ (рис. 3, А) пока-
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зало, что эти металлы являются очень слабыми 
активаторами репортера и, следовательно, слабо 
конкурируют с железом за активный центр HIF 
PHD, формируемый карбоксильными остатка-
ми и двумя остатками гистидина (рис. 1). Дан-
ные ионы хорошо проникают через клеточную 
мембрану, и небольшая активация отражает их 
слабую конкуренцию по отношению к железу 
активного центра. 

Ионы металлов, которые гораздо хуже про-
никают через клеточную мембрану (Mn2+, Cu2+, 
Ni2+, Zn2+), вызывают активацию репортера при 
очень высоких концентрациях (рис. 3, Б). При 
этом наибольшей амплитудой активации (в 3–4 
раза) отличаются ионы Mn2+ и Zn2+, а ионы Cu2+ 

и Ni2+ даже при высоких концентрациях акти-
вируют репортер незначительно. Как хорошо 
известно, ионы Mn2+ и Zn2+ способны замещать 
железо в активном центре железосодержащих 
ферментов, включая гем-содержащие ферменты, 
такие как пероксидазы растений, поэтому мож-

но было ожидать значительной активации ре-
портера уже при их микромолярной концентра-
ции. Отсутствие такой активации можно считать 
следствием низкой проницаемости клеточной 
мембраны для этих ионов металлов.

Наибольшие амплитуды активации (в 5–7 раз) 
наблюдались для ионов Co2+ и Cd2+ (рис. 3, В). При 
этом Cd2+ токсичен при концентрациях выше 
100 мкМ, а Co2+ не проявляет токсичности и при 
500 мкМ. Следует отметить, что все экспери-
менты проводились при трехчасовой инкубации, 
чтобы детектировать стабилизаторы репортера 
прямого действия, т.е. действующие именно как 
ингибиторы HIF PHD, которые конкурируют за 
железо активного центра фермента. В связи с 
высокой активностью кобальта и кадмия было 
проведено их дополнительное исследование с 
использованием двух клеточных репортеров – 
HIF1 ODD-luc и HRE-luc (рис. 4) в более низ-
ком диапазоне концентраций и при инкубации 
разной продолжительности (4 и 24 ч), в качестве 

Рис. 3. Активация репортера HIF1 ODD-luc под действием переходных и тяжелых металлов (инкубация 3 ч) 
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контрольного ингибитора активности фермен-
та был выбран циклопирокс – сильный хелатор 
железа (с константой около 50 мкМ), способный 
встраиваться в активный центр фермента в соот-
ветствии с результатами компьютерного модели-
рования [9]. 

Как следует из данных рис. 4, А–В, циклопи-
рокс, Co2+ и Cd2+ активны в микромолярном ди-
апазоне уже при 4 ч инкубации, однако цикло-
пирокс в три раза превосходит данные металлы 
по амплитуде активации. При увеличении про-
должительности активации до 24 ч амплитуда 
активации под действием циклопирокса уве-
личивается во много раз, но при концентраци-
ях выше 10 мкМ появляется токсичность (рис. 
4, А). Такой вывод подтверждается при рас-
смотрении отклика интегрального репортера 
HRE-luc (рис. 4, Г) – активация HIF-зависимой 
транскрипции под действием циклопирокса до-
стигает пика при 5 мкМ и 4-часовой инкубации, 
а затем резко падает при дальнейшем увеличе-
нии концентрации ингибитора. При 24-часовой 
инкубации в данном диапазоне концентраций 
вообще не наблюдается активации транскрип-
ции. Полученные результаты хорошо объяс-
няют тот факт, что сильные хелаторы железа 
представляют опасность как активаторы анти-
гипоксической программы, поскольку железо 
участвует во многих внутриклеточных процес-
сах в составе различных белков и ферментов и 
его продолжительное хелатирование вызывает 
смерть клеток. В данном конкретном случае 
циклопирокс из-за высокой токсичности, появ-
ляющейся при продолжительной инкубации, не 
может быть предложен в качестве ингибитора, 
моделирующего гипоксию.

Похожая ситуация наблюдается и для Cd2+ 
(рис. 4, В, Е): при продолжительной инкуба-
ции клетки гибнут, и стабилизации гибридного 
белка не наблюдается (рис. 4, В). Отклик инте-
грального репортера HRE-luc (рис. 4, Е) доволь-
но интересен: стабилизация транскрипционного 
фактора под действием Cd2+ (рис. 4, В) оказы-
вается недостаточной для активации транскрип-
ции в течение 4-часовой инкубации, но при 
24-часовой инкубации наблюдается активация 
транскрипции с пиком при концентрации 7 мкМ 
Cd2+. (рис. 4, Е). Характер активации прямо ука-
зывает на наличие сильной токсичности. Веро-
ятно, Cd2+ оказывает влияние на многие вну-

триклеточные процессы, в том числе замедляет 
транскрипцию генов.

Что же касается эффектов Co2+, то они ис-
ключительно положительны в плане активации 
обоих репортеров (рис. 4, Б, Д) – токсичности 
не наблюдается в диапазоне концентраций до 
25 мкМ при 24-часовой инкубации. Напротив, 
продолжительная инкубация способствует как 
дополнительной стабилизации транскрипци-
онного фактора (рис. 4, Б), так и его активации 
(рис. 4, Д). Эффект усиления стабилизации и 
активации при увеличении времени инкубации 
позволяет предполагать, что внутриклеточная 
концентрация Co2+ растет с течением времени. 
Это предположение находит хорошее подтверж-
дение в литературе: Co2+ проходит через вну-
триклеточную мембрану в результате активно-
го АТФ-зависимого транспорта, что приводит к 
многократному (в 20 раз) увеличению его вну-
триклеточной концентрации, которая стабилизи-
руется примерно через 10 ч [10]. Таким образом, 
именно многократная концентрация Co2+ внутри 
клетки позволяет ему эффективно конкуриро-
вать с субмикромолярным количеством железа 
за активность обсуждаемого фермента. 

Инкубация с Co2+ в изученном диапазоне кон-
центраций может рассматриваться как эффек-
тивный способ моделирования гипоксии. Одна-
ко анализ литературных данных показывает, что 
для имитации гипоксии используются гораздо 
более высокие концентрации (от 30 до 300 мкМ) 
в зависимости от типа клеточной культуры, при 
этом наблюдается активация как антигипокси-
ческой программы, контролируемой HIF1, так и 
антиоксидантной программы, контролируемой 
транскрипционным фактором Nrf2, и некоторых 
других [11]. Концентрация Co2+ 1–2 мМ считает-
ся острой токсической для клеток. При такой вы-
сокой концентрации из 85 генов, активированных 
под действием Co2+, только 7 генов были общими 
с набором генов, активированных гипоксией [12]. 
На основании полученных в нашем исследовании 
данных можно рекомендовать значительно более 
низкие (микромолярные) концентрации Co2+ для 
имитации гипоксии, поскольку уже при таких 
концентрациях происходит 3–4-кратная актива-
ция транскрипции HIF-зависимых генов и не на-
блюдается токсичности вплоть до установления 
концентрации 25 мкМ при инкубации продолжи-
тельностью более суток.

Работа выполнена при поддержке гранта Российского научного фонда (проект № 16-14-10226).
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Activation of antihypoxic program under the action of a number of transition and heavy 
metals has been studied using cell-based HIF1 ODD-luc and HRE-luc reporters. It has 
been demonstrated that Au3+, Pb2+, Sn2+, Hg2+ are weak HIF1 ODD-luc activators, likely 
refl ecting their weak competition for the iron-binding site in the active center of HIF prolyl 
hydroxylase. Metals capable of replacing iron – Mn2+, Zn2+, Cu2+ и Ni2+ – activate at high 
submillimolar concentrations, which indicates low permeability of the cell membrane for 
transition metals. The highest activation is observed for Co2+ and Cd2+, however, Cd2+ is 
highly toxic even at 10 μM, in contrast to Co2+, which activates both reporters without 
toxicity signs up to 25 μM for 24 h. A signifi cant activation by Co2+ is observed already in 
low micromolar range of concentrations, which can be recommended for use in hypoxia 
mimicking.
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