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ВВЕДЕНИЕ

Нарушение процесса ранозаживления приводит 
к появлению хронически незаживающих ран, что  
зачастую влечет за собой инвалидизацию и потерю  

трудоспособности пациентов. Хронически незажи- 
вающие раны характеризуются гиперпролифера- 
тивным и немигрирующим эпидермисом [1]. 
Несмотря на наличие различных методов лечения, 
успешное заживление ран остается серьезной 
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Ранозаживление – сложный процесс, основанный на регуляции пролиферации и миграции клеток 
эпителия. Хронически незаживающие раны характеризуются повышенной пролиферацией и 
отсутствием миграции клеток эпидермиса. Секретируемый белок человека SLURP-2 регулирует 
рост и дифференцировку эпителиальных клеток. Ранее было показано, что мишенью действия 
SLURP-2 являются различные типы никотиновых ацетилхолиновых рецепторов (nAChR), а также 
мускариновые ацетилхолиновые рецепторы, участвующие в регуляции гомеостаза эпителиальных 
клеток. В данной работе мы обнаружили, что показанное ранее ускорение миграции кератиноцитов 
под действием белка SLURP-2 обусловлено его взаимодействием с nAChR α7-типа. С помощью 
аланин-сканирующего мутагенеза мы показали, что мутация R20A молекулы SLURP-2 увеличивает 
ингибирующую активность SLURP-2 по отношению к α7-nAChR и приводит к еще большей 
стимуляции миграции кератиноцитов Het-1A и при этом, в отличие от SLURP-2, не стимулирует, 
а подавляет пролиферацию клеток Het-1A. В то же время другие мутации SLURP-2 приводят 
одновременно к ингибированию α7-nAChR, пролиферации и миграции кератиноцитов. Таким 
образом, была получена новая информация о локализации участков молекулы SLURP-2, замена 
которых может приводить к направленному изменению биологической активности SLURP-2. 
Дальнейшие исследования возможности регуляции активности SLURP-2 и создание на его 
основе препаратов направленного действия могут быть полезны для разработки новых лекарств, 
стимулирующих ранозаживление.
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проблемой современной медицины. Одна из 
перспективных стратегий лечения ран – активация 
сигнальных путей, контролирующих миграцию 
клеток, играющую важную роль в реэпителизации 
ран [2]. 

Известно, что никотиновые и мускариновые 
ацетихолиновые рецепторы (nAChR и mAChR 
соответственно) вовлечены в процессы миграции 
и пролиферации кератиноцитов [3–5]. Активация 
nAChR ацетилхолином (ACh) или никотином 
приводит к замедлению миграции эпидермальных 
кератиноцитов [6], подавляет врожденный им- 
мунитет и антимикробную активность кожи [7]. 
Гомопентамерный рецептор α7-типа (α7-nAChR) 
экспрессируется в эпителиальных, иммунных клет- 
ках и вовлечен в развитие и прогрессирование раз- 
личных заболеваний кожи, таких как атопический 
дерматит, склеродерма, псориаз и др. [8], а также  
в регуляцию процесса заживления ран [9]. Акти- 
вация α7-nAChR ингибирует реэпителизацию, 
ангиогенез и пролиферацию эпителиальных кле- 
ток в модели закрытой раны in vivo [10], а селектив- 
ный необратимый антагонист α7-nAChR-α-
бунгаротоксин (α-Bgtx) усиливает спонтанную 
миграцию кератиноцитов [3]. 

Некоторые белки с “трехпетельной” пространст- 
венной структурой, принадлежащие семейству 
Ly6/uPAR [11], экспрессируются в эпителиальных 
клетках и могут быть вовлечены в процессы 
реэпителизации. Например, экспрессия белка 
uPAR повышается в тканях, претерпевающих 
активное ремоделирование, в том числе в кера- 
тиноцитах при заживлении ран [12]. Cекре- 
тируемые белки человека SLURP-1 и SLURP-2 
рассматриваются как ауто/паракринные регуля- 
торы эпителиального гомеостаза, поскольку предот- 
вращают онкотрансформацию кератиноцитов, 
вызванную нитрозаминами [13], и регулируют диф- 
ференцировку кератиноцитов [14, 15]. Экспрес- 
сия гена SLURP2 в коже людей, больных псори- 
азом, повышена в 3 раза по сравнению с кожей 
здоровых людей [16]. Точечные мутации в белке 
SLURP-1 приводят к развитию аутосомного воспа- 
лительного заболевания кожи Mal de Meleda [17].  
Кроме того, нокаут гена slurp1 или slurp2 у мышей  
также приводит к развитию этого заболевания 
[18, 19]. Известно, что SLURP-1 подавляет проли- 
ферацию [20, 21] и миграцию кератиноцитов [22],  
а SLURP-2, наоборот, усиливает пролиферацию  
и миграцию кератиноцитов [22, 23]. Кроме того, 
SLURP-2 увеличивает экспрессию интегринов α5  
и αV [22], участвующих в регуляции миграции кле- 
ток при ранозаживлении, и подавляет экспрессию 

провоспалительных цитокинов в эпителиальных 
клетках кишечника и иммуноцитах [24]. Было 
показано, что SLURP-2 может взаимодействовать 
с субъединицами α3, α4, α5, α7, β2, и β4 nAChR, 
а также с mAChR M1- и M3-типов. SLURP-2 
ингибирует ток через α4β2, α3β2 и α7-nAChR 
в микромолярных концентрациях, построены 
компьютерные модели его взаимодействия с 
nAChR [23]. Однако не было изучено, какие 
участки молекулы SLURP-2 важны для регуляции 
пролиферации и миграции кератиноцитов и 
взаимодействие с каким именно рецептором 
обусловливает активность белка SLURP-2 чело- 
века. 

Цель данной работы – определение рецепторов, 
опосредующих влияние SLURP-2 на миграцию 
кератиноцитов, и поиск функционального эпитопа 
модулятора. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Стимулирующий миграцию кератиноцитов 

эффект SLURP-2 обусловлен взаимодействием 
с α7-nAChR. Ранее было показано, что реком- 
бинантный SLURP-2 усиливает пролиферацию 
кератиноцитов с эффективной концентрацией 
(EC50) ~8 нМ при 48-часовой инкубации [23]. 
В данной работе, используя тест на зарастание 
раны (scratch-test), мы показали, что SLURP-2 
в концентрации 1 мкМ после 24-часовой инку- 
бации ускоряет миграцию кератиноцитов Het-1A  
на ~70%. Стимулирующее влияние SLURP-2 
на миграцию сохранялось и при более длитель- 
ной инкубации в течение 48 и 72 ч (рис. 1а). Вели- 
чина воздействия SLURP-2 на миграцию зависела 
от концентрации, при этом значения EC50 соста- 
вили 95.1 ± 21.6, 72.0 ± 15.8 и 99.5 ± 17.4 нМ для  
24-, 48-, и 72-часовой инкубации соответственно 
(рис. 1а). Разный диапазон EC50, возможно, обус- 
ловлен взаимодействием модулятора с разными 
рецепторами. Ранее было выявлено, что SLURP-2 
усиливает пролиферацию кератиноцитов, взаи- 
модействуя с α3β2-nAChR и M1-mAChR [23]. 

Мы предположили, что влияние SLURP-2 на  
миграцию может быть обусловлено взаимодейст- 
вием с α7-nAChR. Для проверки этого предпо- 
ложения мы изучили влияние SLURP-2 на мигра- 
цию клеток Het-1A в присутствии селективного 
необратимого ингибитора α7-nAChR, α-Bgtx. Одно- 
временная инкубация кератиноцитов с 1 мкМ 
α-Bgtx и 1 мкМ SLURP-2 отменяла стимулирую- 
щий эффект модулятора на миграцию, как и инку- 
бация кератиноцитов только с α-Bgtx (рис. 1б, 1в). 
Таким образом, подавление активности α7-nAChR 



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 3          2024

271БЕЛОК SLURP-2 – ПРОТОТИП РАНОЗАЖИВЛЯЮЩИХ ПРЕПАРАТОВ 

с помощью ингибитора α-Bgtx отменяет эффект 
SLURP-2, указывая на α7-nAChR как на рецептор, 
обусловливающий влияние SLURP-2 на миграцию 
кератиноцитов. 

Точечные мутации в I и III петлях, а также в  
“голове” молекулы SLURP-2 усиливают ингиби- 
рование тока через α7-nAChR. Для определения 
функционально значимых участков молекулы 
SLURP-2 был проведен аланин-сканирующий 
мутагенез заряженных и ароматических остатков 
(F9A, R17A, R20A, D21A, R31A, E37A, D38A, D52A, 
Y61A) с одиночными аминокислотными заме- 

нами в петлях I–III и “голове” белка (рис. 2а, 2б).  
Для полученных девяти мутантных вариантов 
SLURP-2 были выполнены электрофизиологи- 
ческие записи с использованием ооцитов Xenopus  
laevis, экспрессирующих α7-nAChR человека.  
Амплитуду ACh-вызванных токов, зарегистриро- 
ванных в отсутствие SLURP-2 или его мутантов 
сравнивали с токами, наблюдаемыми в присут- 
ствии 0.3 мкМ модулятора или его мутантов. Ин- 
гибирование тока через α7-nAChR вариантами 
SLURP-2 с заменами R31A, D38A во II (централь- 
ной) петле и D52A в III петле не отличалось от 

Рис. 1. Влияние рекомбинантного белка SLURP-2 и α-Bgtx на миграцию клеток Het-1A: (а) – влияние различных 
концентраций SLURP-2 на площадь миграции после 24-, 48- и 72-часовой инкубации. Данные представлены в процентах 
от контроля ± стандартная ошибка среднего (n = 8–30), 100% соответствует площади миграции необработанных 
клеток. Данные аппроксимированы уравнением Хилла (y = A1 + (100% – A1)/(1 + ([SLURP-2]/EC50)nH). Рассчитанные 
параметры EC50, nH и A1 составили 95.1 ± 21.6 нМ, 2.9 ± 1.2 и 168 ± 11% для 24 ч, 72.0 ± 15.8 нМ, 3.9 ± 1.7 и 140 ± 6% 
для 48 ч и 99.5 ± 17.4 нМ, 3.6 ± 2.1 и 120 ± 4% для 72 ч; (б) – площадь, занимаемая мигрирующими клетками Het-1A 
после 24-, 48- и 72-часовой инкубации. Данные представлены в процентах от контроля ± стандартная ошибка среднего 
(n = 13–30), 100% соответствует площади миграции необработанных клеток. ## p < 0.01 и #### p < 0.0001 указывают 
на достоверное отличие от контроля (100%) по одностороннему критерию Стьюдента c последующим Holm-Sidak/
hoc-тестом; ** p < 0.01 и *** p < 0.001 означают достоверное отличие от группы “SLURP-2” по одностороннему тесту 
ANOVA с последующим Dunnet’s/hoc-тестом; (в) – репрезентативные изображения теста “заживление раны” для 
клеток Het-1A, инкубированных c 100 нМ SLURP-2, 1 мкМ α-Bgtx и 100 нМ SLURP-2 совместно с 1 мкМ α-Bgtx в 
течение 0, 24, 48 и 72 ч.

(а) (б)

(в)
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действия белка SLURP-2 дикого типа. Напротив, 
мутации F9A, R20A, D21A и Y61A в первой и 
третьей петлях, а также в “голове” молекулы 
SLURP-2 привели к усилению ингибирования тока 
через α7-nAChR (рис. 2в). 

Примечательно, что ни одна из выбранных 
мутаций не приводила к отмене ингибирующего 
эффекта SLURP-2 по отношению к α7-nAChR, что 
свидетельствует о том, что данные аминокислотные 
остатки не являются ключевыми во взаимодействии 
SLURP-2 именно с этим рецептором, но, возможно, 
они важны для взаимодействия с другим белком-
партнером α7-nAChR, участвующим в регуляции 
гомеостаза эпителия. Наличие у α7-nAChR 
такого белка-партнера было предсказано ранее 
[25–27]. Так, для другого трехпетельного белка 
из эпителия SLURP-1 было показано, что неко- 
торые точечные мутации его молекулы приводят к 
появлению проапоптотической активности моду- 
лятора, возможно, обусловленной уменьшением 
взаимодействия модулятора с рецептором эпидер- 
мального фактора роста (EGFR) и усилением 

взаимодействия с α7-nAChR [21]. Стоит отдельно 
отметить, что возможность образования комплекса 
α7-nAChR/EGFR была подтверждена в клетках 
рака легочного эпителия [28]. Похожая ситуация 
может наблюдаться и для эпидермального моду- 
лятора SLURP-2. Аминокислотные остатки, замена  
которых приводят к усилению ингибирования 
тока через α7-nAChR, могут быть ответственны 
за взаимодействие с другими клеточными рецеп- 
торами, участвующими в регуляции миграции 
и/или пролиферации. Как и в случае SLURP-1, 
ослабление взаимодействия с другой мишенью 
может приводить к усилению взаимодействия с 
α7-nAChR, изменяя активность SLURP-2. Для 
проверки этой гипотезы мы исследовали влияние 
мутантов SLURP-2 на пролиферацию и миграцию 
кератиноцитов.

Точечные мутации во второй и третьей пет- 
лях, а также в “голове” молекулы SLURP-2 
приводят к появлению антипролифератив- 
ной активности модулятора. Мы изучили влия- 
ние полученных мутантных вариантов белка 

Рис. 2. Влияние SLURP-2 и его мутантов на ацетилхолин-индуцированные токи через каналы α7-nAChR, экспрес- 
сированные в ооцитах Xenopus laevis: (а) – аминокислотная последовательность SLURP-2. Остатки цистеина выделены 
желтым, дисульфидные связи показаны скобками. Мутированные аминокислотные остатки подписаны снизу;  
(б) – пространственная структура SLURP-2 (PDB: 2n99) с обозначенными на ней остатками, замененными на аланин; 
(в) – амплитуда токов, вызванных 40 мкМ AСh, в ооцитах Xenopus laevis, экспрессирующих α7-nAChR, в присутствии 
1 мкМ SLURP-2 (SL-2) или его мутантов. Данные представлены в процентах от контроля ± стандартная ошибка 
среднего (n = 3), 100% соответствуют амплитуде тока, вызванного 40 мкМ AСh, в необработанных ооцитах. * p < 0.05 
и ** p < 0.01 означают достоверное отличие от группы “SLURP-2” по одностороннему тесту ANOVA с последующим 
Dunnet’s/hoc-тестом.

(а)

(в)(б)
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SLURP-2 на пролиферацию кератиноцитов Het-
1A. Ранее было показано, что инкубация кле- 
ток Het-1A c 1 мкМ SLURP-2 оказывает неболь- 
шой, но достоверный стимулирующий эффект 
на пролиферацию (~16% [23]). В данном иссле- 
довании мы также наблюдали достоверное уме- 
ренное увеличение числа жизнеспособных кле- 
ток под действием SLURP-2, однако ни один из  
исследуемых мутантных вариантов белка не ока- 
зывал такого же воздействия на пролиферацию 
кератиноцитов (рис. 3). Мутант с заменой F9A  
не оказывал влияния на рост клеток, а все осталь- 
ные мутанты SLURP-2 заметно снижали пролифе- 
рацию кератиноцитов на ~20–30% относительно 
контроля (рис. 3). 

Отсутствие закономерности и связи эффек- 
тов мутантов SLURP-2, наблюдаемых для про- 
водимости канала α7-nAChR и пролиферации 
кератиноцитов, позволяет предположить, что влия- 
ние модулятора на пролиферацию обусловлено 
взаимодействием с другими рецепторами. Это сог- 
ласуется с выдвинутой выше гипотезой и ранее 
полученными данными, показавшими, что приме- 
нение ингибиторов α3β2-nAChR или mAChR при- 
водит к отмене усиления пролиферации белком 
SLURP-2 [23]. Интересно, что SLURP-2 дикого 
типа ингибирует рост некоторых типов раковых 
клеток, карциномы толстой кишки, молочной 
железы и кожи, но не карциномы легкого [29, 30].  
Избирательное действие SLURP-2, вероятно,  
определяется различным репертуаром ацетилхо- 
линовых рецепторов, экспрессирующихся на 
поверхности клеток разного типа. Аминокислотные 

остатки, мутации в которых приводят к появлению 
антипролиферативной активности в отношении 
кератиноцитов Het-1A, вероятно, являются ключе- 
выми для взаимодействия с рецепторами, экспрес- 
сия которых выше в кератиноцитах, чем в раковых 
клетках. Таким образом, репертуар рецепторов, с 
которыми взаимодействует мутантный вариант 
SLURP-2 с заменой R20A в клетках Het-1A, по-
видимому, такой же, как репертуар рецепторов, с 
которыми взаимодействует белок SLURP-2 дикого 
типа в раковых клетках. 

Введение мутации R20A в молекулу SLURP-2 
приводит к усилению стимуляции миграции 
кератиноцитов. α7-nAChR – один из рецепторов, 
контролирующих миграцию клеток, и его инги- 
бирование ускоряет спонтанную миграцию керати- 
ноцитов [3]. SLURP-2 также ускоряет миграцию 
кератиноцитов, и этот эффект обусловлен участием 
α7-nAChR (рис. 1а). Мы предположили, что 
мутации в белке SLURP-2, приводящие к усилению 
ингибирования тока через α7-nAChR, могут уси- 
ливать стимулирующее действие модулятора на 
миграцию кератиноцитов. При этом для поиска 
варианта SLURP-2, который мог бы выступить в  
качестве прототипа ранозаживляющего препа- 
рата, мы исключили из последующего анализа 
мутант SLURP-2 с заменой F9A в первой петле,  
не оказывающий какого-либо влияния на проли- 
ферацию (рис. 3). Также круг исследуемых мутан- 
тов с заменами во второй, третьей петлях и в 
“голове” был сужен до мутантов с заменами R20A 
и Y61A, продемонстрировавших наибольшее 
ингибирующее влияние на α7-nAChR (рис. 2). 

Рис. 3. Влияние SLURP-2 и его мутантов на пролиферацию клеток Het-1A. Клетки инкубировали в течение 48 ч 
с 1 мкМ SLURP-2 (SL-2) или его мутантов. Число жизнеспособных клеток определяли с помощью WST1-теста. 
Данные приведены в процентах от контроля ± стандартная ошибка среднего (n = 4–6), 100% жизнеспособных клеток 
соответствует необработанным клеткам. * p < 0.05, ** p < 0.01 и **** p < 0.0001 указывают на достоверное отличие от 
контроля (100%) по одностороннему критерию Стьюдента c последующим Holm-Sidak/hoc-тестом.
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В качестве контроля для подтверждения связи 
между ингибирующим действием на α7-nAChR 
и влиянием на миграцию кератиноцитов были 
выбраны мутанты с заменами D38A (вторая 
петля) и D52A (третья петля), ингибирующие 
α7-рецептор c той же эффективностью, что и 
SLURP-2 дикого типа (рис. 2). 

C помощью теста на миграцию (scratch assay) 
мы показали, что инкубация кератиноцитов с  
1 мкМ мутантов SLURP-2 в течение 24, 48 и 72 ч  
во всех случаях приводила к значительному 
повышению площади, занятой мигрирующими 
клетками, по сравнению с необработанными 
клетками. При этом влияние мутанта SLURP-2 с 
заменой R20A на количество мигрировавших кле- 
ток после 48-часовой инкубации оказалось зна- 
чительно сильнее эффекта SLURP-2 дикого типа 
(рис. 4a, 4б), что согласуется с предположением, 

что более сильный ингибирующий эффект на  
α7-nAChR соответствует бо́льшему стимулирую- 
щему влиянию на миграцию. В то же время замена 
Y61A, приводящая к увеличению ингибирующего 
эффекта по отношению к α7-nAChR (рис. 2в) и  
ингибированию пролиферации (рис. 3), не оказы- 
вала заметного влияния на миграционную актив- 
ность SLURP-2 (рис. 4a, 4б). При этом, как и ожи- 
далось, мутант с заменой D38A, не влияющий на 
активность SLURP-2 по отношению к α7-nAChR,  
продемонстрировал влияние на миграцию керати- 
ноцитов, схожее с эффектом SLURP-2, а мутант 
с заменой D52A, не оказывающий влияния на 
активность SLURP-2 по отношению к α7-nAChR, 
наоборот, показал снижение стимулирующего 
воздействия на миграцию (рис. 4a, 4б). Возможно, 
существуют дополнительные факторы, обуслов- 

Рис. 4. Влияние SLURP-2 и его мутантов на миграцию клеток Het-1A: (а) – репрезентативные изображения теста 
“заживление раны” для клеток Het-1A, инкубированных c 1 мкМ SLURP-2 (SL-2) или его мутантов в течение 0, 24, 
48 и 72 ч; (б) – площадь, занимаемая мигрирующими клетками Het-1A после 24-, 48- и 72-часовой инкубации. Данные 
представлены в процентах от контроля ± стандартная ошибка среднего (n = 16), 100% соответствует площади миграции 
необработанных клеток. #### p < 0.0001 указывает на достоверное отличие от контроля (100%) по одностороннему 
критерию Стьюдента c последующим Holm-Sidak/hoc-тестом; * p < 0.05 и *** p < 0.001 означают достоверное отличие 
от группы “SLURP-2” по одностороннему тесту ANOVA с последующим Dunnet’s/hoc-тестом.

(a) (б)
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ливающие роль α7-nAChR в регуляции гомеостаза 
кератиноцитов и активность SLURP-2. 

Таким образом, наиболее удачным вариантом 
SLURP-2, способным одновременно ингибировать 
пролиферацию и стимулировать миграцию керати- 
ноцитов, оказался мутант с заменой R20A в “голове” 
молекулы модулятора – он продемонстрировал наи- 
больший ингибирующий эффект по отношению 
к α7-nAChR. Важно отметить, что в последнее 
время появляется все больше подтверждений, 
что петлевой участок, расположенный в “голове” 
трехпетельных белков, может играть важную роль 
в их активности, стабилизируя взаимодействие как 
с мембранным окружением рецепторов-мишеней, 
так и обусловливая селективность по отношению 
к различным мишеням [31–33].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток. Клетки Het-1A чело- 
века (иммортализованная линия кератиноцитов 
полости рта человека) были получены из Амери- 
канской коллекции типовых культур (ATCC, CRL- 
2692, США). Клетки культивировали при 37°C  
и 5% CO2 в среде BEBM (Lonza/Clonetics Corpora- 
tion, Швейцария) с добавлением факторов роста 
BEGM (Lonza) в соответствии с рекомендациями 
ATCC. Культуральные планшеты предварительно 
покрывали раствором 0.01 мг/мл фибронектина 
(Sigma-Aldrich, США), 0.03 мг/мл бычьего колла- 
гена I типа (Sigma-Aldrich, США) и 0.01 мг/мл 
бычьего сывороточного альбумина (BSA) (Sigma-
Aldrich, США). Клетки культивировали при 37°C 
и 5% CO2, пересевали минимум 2 раза в неделю.

Получение SLURP-2 и его мутантов. Мутант- 
ные гены SLURP2, кодирующие мутанты с заме- 
нами F9A, R17A, R20A, D21A, R31A, E37A, 
D38A, D52A и Y61A, были получены методом 
сайт-направленного мутагенеза и клонированы 
в плазмидный вектор pET22b(+) (Merck KGaA,  
Германия) по сайтам NdeI и HindIII. Рекомбинант- 
ный препарат SLURP-2 и его мутанты получали 
в клетках E. coli, как описано ранее [29]; чистоту 
и корректную пространственную структуру пре- 
паратов подтверждали с помощью масс-спектро- 
метрии, высокоэффективной жидкостной хрома- 
тографии и 1Н-ЯМР-спектроскопии. 

Электрофизиологические эксперименты. 
Эксперименты с двухэлектродной фиксацией 
потенциала проводили с использованием ооцитов  
Xenopus laevis. Ооциты были подготовлены, как  
описано ранее [34]. В ооциты вводили 2 нг кДНК, 

кодирующей α7-nAChR человека, и проводили 
электрофизиологический анализ проводимости 
канала рецептора через 2–5 суток. Все записи 
выполняли с помощью автоматизированной двух- 
электродной системы фиксации напряжения 
(HiClamp, MultiChannel System, Германия). Ооциты 
фиксировали при –100 мВ и перфузировали в 
растворе, содержащем 82.5 мМ NaCl, 2.5 мМ KCl, 
2.5 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2, 5 мМ HEPES и 20 мкг/мл  
BSA. Раствор доводили до pH 7.4. Данные оциф- 
ровывали и анализировали с использованием 
MATLAB (Mathworks, США).

Влияние SLURP-2 и его мутантов на жизнеспо- 
собность клеток Het-1A. Клетки высевали в 
96-луночные планшеты (5 × 103 клеток на лунку), 
через 24 ч к клеткам добавляли 1 мкМ SLURP-2 
или его мутантов, разведенных в культуральной 
среде из 250 мкМ стокового раствора в 100%-
ном DMSO. Затем клетки инкубировали при 
37°C и 5% CO2 в течение 48 ч, жизнеспособность 
клеток оценивали с использованием реагента 
WST-1 (водорастворимая соль тетразолия 1; Santa 
Cruz, США). WST-1 растворяли в 20 мМ HEPES  
(рН 7.4), а реагент переноса электронов, 1-м-PMS 
(1-метокси-5-метилфеназиний метилсульфат, 
Santa Cruz), растворяли в деионизированной 
воде. Затем растворы смешивали и добавляли 
в лунки (0.5 мМ WST-1 и 20 мкМ 1-м-PMS на 
лунку). После 3-часовой инкубации при 37°C 
и 5% CO2 с WST-1 жизнеспособность клеток 
оценивали путем измерения оптической плот- 
ности при 450 нм с выравниванием на фон при  
655 нм на планшетном ридере Bio-Rad 680 (Bio- 
Rad, США). Полученные результаты анализиро- 
вали с помощью программы Graphpad Prism 8.0 
(GraphPad Software, США).

Влияние SLURP-2 и его мутантов на мигра- 
цию клеток Het-1A. Анализ влияния SLURP-2, 
его мутантов и α-бунгаротоксина на миграцию 
клеток Het-1A в модели “заживление раны” in vitro  
(scratch assay) проводили согласно методике, 
описанной ранее [25]. Клетки Het-1A высевали в 
96-луночные планшеты (3 × 104 клеток/лунку) и 
выращивали при 37°C и 5% CO2 в течение 24 ч.  
Затем стерильным наконечником пипетки объе- 
мом 10 мкл процарапывали вертикаль-ную по- 
лосу (насадка GenFollower, E-FTB10S, Китай),  
после чего клетки промывали PBS и добавляли  
1 мкМ SLURP-2 или его мутантов, или 1 мкМ  
α-Bgtx, или 1 мкМ SLURP-2 совместно с 1 мкМ 
α-Bgtx, разведенных в среде из 250 мкМ стоко- 
вого раствора в 100%-ном DMSO. Снимки лунок 
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с процарапанными полосами анализировали через 
0, 24, 48 и 72 ч при увеличении 20×, используя 
систему анализа клеток CloneSelect Imager (Mole- 
cular Devices, США). Центр лунки планшета отме- 
чали как центральную точку отсчета, чтобы 
обеспечить фотографирование лунки без сдвига. 
Получали цифровые изображения, площадь 
царапин оценивали с помощью программ ImageJ 
(NIH, США) и MS Excel (Microsoft, США), 
вычисляя процент поверхности царапин, занятой 
мигрирующими клетками. Полученные результаты 
анализировали с помощью программы Graphpad 
Prism 8.0 (GraphPad Software).

Статистическая обработка данных. Данные 
представлены как среднее ± стандартная ошибка 
среднего. Количество образцов (n) указано в 
подписях к рисункам. Статистический анализ 
проводили с использованием программного 
обеспечения GraphPad Prism 8.0. Данные были 
проанализированы на предмет нормального 
распределения с помощью теста Шапиро–
Уилка. Анализ проводили с использованием 
одностороннего критерия Стьюдента c после- 
дующим Holm-Sidak/hoc-тестом и односторон- 
него теста ANOVA с последующим Dunnet’s/
hoc-тестом. Различия между группами считали 
статистически значимыми при р < 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые показано, что белок эпителия человека 
SLURP-2 ускоряет миграцию кератиноцитов за счет 
взаимодействия с α7-nAChR. Мутация в “голове” 
модулятора R20A приводит к усилению ингибиро- 
вания тока через α7-nAChR, благодаря этому 
мутант SLURP-2 с заменой R20A ускоряет 
миграцию кератиноцитов эффективнее, чем 
SLURP-2 дикого типа, при этом, в отличие от 
SLURP-2, мутация приводит не к стимуляции, а 
к ингибированию пролиферации. 

Таким образом, ингибирование α7-nAChR с 
помощью эндогенных белков или их мутантов 
может являться перспективной стратегией для 
разработки новых ранозаживляющих препаратов.
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Human Epithelial Protein SLURP-2 as a Prototype  
of Drugs for Wound Healing 
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Wound healing is a complex process based on the regulation of proliferation and migration of epithelial 
cells. Chronic wounds are characterized by increased proliferation and lack of migration of epidermal cells. 
The secreted human protein SLURP-2 regulates the growth and differentiation of epithelial cells. It has 
previously been shown that the targets of SLURP-2 are various types of nicotinic acetylcholine receptors 
(nAChRs), as well as muscarinic acetylcholine receptors involved in the regulation of epithelial cell ho-
meostasis. In this work, we found that the previously demonstrated acceleration of keratinocyte migration 
under the incubation with SLURP-2 is due to its interaction with α7 type nAChR. Using alanine scanning 
mutagenesis, we showed that the R20A mutation of the SLURP-2 molecule increases the inhibitory activity 
of SLURP-2 towards α7-nAChR and leads to an even greater stimulation of Het-1A keratinocyte migration, 
while, in contrast to SLURP-2, does not stimulate, but suppresses the proliferation of Het-1A cells. At the 
same time, other SLURP-2 mutations simultaneously lead to inhibition of α7-nAChR, proliferation and 
migration of keratinocytes. Thus, new information was obtained about the localization of regions of the 
SLURP-2 molecule, the replacement of which can lead to a targeted change in the biological activity of 
SLURP-2. Further research into the possibility of regulating the activity of SLURP-2 and the creation of 
targeted drugs based on it may be useful for the development of new drugs that stimulate wound healing.

Keywords: SLURP-2, SLURP-1, Ly6/uPAR, nicotinic acetylcholine receptor, keratinocytes, migration, 
wound healing
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