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АНОНСЫ

Роль урокиназной системы в много уровневой регуляции ниш 
стволовых клеток

А. М. Егоров, М. М. Уляшова, М. Ю. Рубцова 
Резистентность к антибиотикам развивается уже более 2 млрд лет и ши-
роко распространена среди микроорганизмов. Основные механизмы раз-
вития резистентности связаны с эволюцией суперсемейств бактериаль-
ных ферментов, обусловленной изменчивостью кодирующих их генов, 
совокупность которых получила название «резистом». Десятки тысяч 
ферментов и их мутантов, реализующих различные механизмы рези-
стентности, образуют новое сообщество, названное «энзистом». Анализ 
структуры и функциональных особенностей ферментов – мишеней раз-
ных классов антибиотиков, позволит выработать новые стратегии пре-
одоления резистентности.
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К. В. Дергилев, В. В. Степанова, И. Б. Белоглазова, З. И. Цоколаева, 
Е. В. Парфенова
Одной из важнейших протеолитических систем, участвующих в регуляции 
клеточной миграции и пролиферации, является урокиназная система, пред-
ставленная урокиназным активатором плазминогена (uPA, урокиназа), его 
рецептором (uPAR) и ингибиторами. В обзоре рассмотрены данные об уча-
стии урокиназной системы в регуляции состояния ниш стволовых клеток 
в различных тканях, проанализированы возможные способы влияния этой 
системы на сигнальные пути, ответственные за пролиферацию, программи-
руемую клеточную гибель, модуляцию фенотипа и миграционных свойств 
стволовых клеток.

Урокиназная система моду-
лирует состояние стволовых 
клеток в «клеточных нишах»

Взаимодействие антибиотиков 
группы МКЛС с рибосомой и их 
влияние на синтез белка 

Бактериальные ферменты и резистентность к антибиотикам

Комплекс Tag7–Mts1 вызывает 
миграцию лимфоцитов, взаимодействуя 
с рецепторами CCR5 и CXCR3 

Т. Н. Шарапова, Е. А. Романова, Л. П. Сащенко, Д. В. Яшин
Обнаружение новых хемокинов, индуцирующих миграцию лимфоцитов 
к очагу поражения, важно для направленного поиска средств для иммуно-
терапии. В работе изучена миграция мононуклеарных клеток перифери-
ческой крови человека под действием комплекса Tag7–Mts1. Установлено, 
что движение мононуклеарных клеток периферической крови по градиенту 
концентрации комплекса Tag7–Mts1 индуцируется классическими хемо-
таксическими рецепторами CCR5 и CXCR3. Комплекс Tag7–Mts1 можно 
рассматривать как новый лиганд классических хемотаксических рецепторов 
CCR5 и CXCR3.

Tag7

Mts1

Пространственные струк-
туры белков Tag7 и Mts1
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее десятилетие накоплено большое количе-
ство знаний о молекулярных механизмах биохимиче-
ских процессов, лежащих в основе функционирования 
живых систем и позволяющих оценивать вероятность 
возникновения заболевания до проявления у пациен-
та клинических симптомов, прогнозировать тяжесть 
протекания патологических или инфекционных про-
цессов, выбирать эффективные и рациональные ре-
жимы терапии. Решение задач персонифицирован-
ной медицины должно включать как масштабный 
анализ нуклеотидных последовательностей геномов, 
так и мультиплексные методы количественного опре-
деления маркеров патологических состояний.

Для одновременного количественного определения 
последовательностей нуклеиновых кислот (НК) раз-
работано немало методов и технологий, одной из ко-
торых, успешно зарекомендовавшей себя в транс-
крипционном профилировании, сравнительной 

геномной гибридизации, при одновременной иден-
тификации множества мишеней в геномах челове-
ка, растений, микроорганизмов и вирусов, является 
технология биологических микрочипов (биочипов) [1]. 
Ключевой элемент биочипа – матрица ячеек, каж-
дая из которых содержит зонд, последовательность 
которого специфична к фрагменту анализируемого 
генома. Одновременно проводимые в каждом из эле-
ментов биочипа реакции гибридизации и/или ам-
плификации НК обеспечивают параллельную иден-
тификацию разных геномных мишеней, тем самым 
реализуя принцип многопараметрического анализа 
биологического образца, что позволяет использовать 
ДНК-чипы в качестве эффективного молекулярного 
инструмента выявления клинически значимых мар-
керов возбудителей и причин социально значимых 
заболеваний.

Биочипы могут также содержать ячейки с им-
мобилизованными белками или олигосахаридами, 
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РЕФЕРАТ Биологические микрочипы являются аналитическим инструментом, позволяющим реализовать 
в доступной форме сложные интегративные подходы геномики и протеомики, решать задачи персонализи-
рованной медицины – проводить обследование пациента для выявления заболевания задолго до проявле-
ний клинических симптомов, прогнозировать тяжесть протекания патологических и инфекционных про-
цессов, выбирать эффективные и рациональные режимы терапии. Эффективность биочипов обусловлена 
возможностью параллельного проведения множества специфических реакций и исследования взаимодей-
ствий молекул биополимеров, таких, как ДНК, белки, гликаны. Одним из пионеров технологии биологиче-
ских микрочипов стал Институт молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта Российской академии наук 
(ИМБ РАН), предложив иммобилизацию молекулярных зондов в трехмерной структуре гидрофильного 
геля. С момента первых экспериментов по секвенированию с помощью гибридизации на олигонуклеотид-
ных микроматрицах, проведенных 30 лет назад, гидрогелевые биочипы ИМБ РАН прошли долгий и успеш-
ный путь от фундаментальных исследований до клинической лабораторной диагностики. Настоящий 
обзор посвящен обсуждению ключевых аспектов технологии гидрогелевых биочипов и ряду актуальных 
приложений к мультиплексному анализу ДНК и белковых биомаркеров социально значимых заболеваний, 
включая молекулярно-генетические, иммунологические и эпидемиологические аспекты патогенеза.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА гидрогелевые биочипы, гибридизация нуклеиновых кислот, генотипирование, лекар-
ственная устойчивость микроорганизмов, мультиплексный иммуноанализ, онкомаркеры.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ НК – нуклеиновые кислоты; MTB – возбудитель туберкулеза Mycobacterium tubercu-
losis; NTM – non-tuberculous mycobacteria, возбудители микобактериозов; ВГС – вирус гепатита С; RMP – ри-
фампицин; INH – изониазид; EMB – этамбутол; МЛУ – множественная лекарственная устойчивость; ШЛУ – 
широкая лекарственная устойчивость; ИРТ – инфекции репродуктивного тракта; АМП – антимикробные 
препараты; КРР – колоректальный рак; РЭА – раково-эмбриональный антиген; CA – карбогидратный антиген.
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причем в каждой отдельной ячейке может быть им-
мобилизован как индивидуальный зонд, так и их 
комбинации в зависимости от целей эксперимента. 
Взаимодействие между различными классами мо-
лекул может происходить по типу «рецептор–ли-
ганд», «антиген–антитело», «фермент–субстрат» 
и т.д. Иммобилизованный лиганд при инкубации 
с образцом, содержащим анализируемые молекулы, 
образует специфический комплекс. На этой стадии 
происходит разделение анализируемых соединений 
из смеси по их способности к специфическому свя-
зыванию с иммобилизованными лигандами, что по-
зволяет анализировать одновременно несколько 
биологических объектов на одном биочипе, реализуя 
принцип мультиплексного иммуноанализа. Такой 
тест необходим для исследований в области проте-
омики, для диагностики заболеваний, характеризу-
ющихся изменением большого числа показателей 
в сыворотке крови пациента. 

КЛЮЧЕВЫЕ АСПЕКТЫ АНАЛИЗА НА БИОЧИПАХ
В основе проведения анализа на ДНК-микрочипах 
лежит гибридизация НК. Преимуществами гибри-
дизации являются простота, мультиплексность 
и воспроизводимость. В отличие от ферментативных 
реакций, гибридизацию можно проводить в широ-
ком диапазоне температур и композиций буферов. 
В то же время гибридизация не обеспечивает непо-
средственной амплификации НК и должна сочетать-
ся с технологиями усиления сигналов либо с высоко-
чувствительными инструментами для регистрации 
дуплексов НК. Поэтому микрочипы используют 
для прямой количественной детекции РНК, выделен-
ной из больших объемов образца, или для регистра-
ции гибридизационных комплексов, образованных 
иммобилизованными зондами и фрагментами НК, 
полученными на предварительной стадии ампли-
фикации. Таким образом, чувствительность анализа 
на ДНК-чипах определяется исходным количеством 
НК, эффективностью амплификации и способом ре-
гистрации комплексов. В случае наиболее распро-
страненной флуоресцентной детекции взаимодей-
ствий в элементах биочипа чувствительность метода 
зависит от анализатора флуоресценции. 

Теоретически ДНК-чипы должны обеспечивать 
количественное определение НК [2]. Реальные экс-
перименты показывают значительные количествен-
ные отклонения при оценке экспрессии генов раз-
ными платформами микрочипов и даже разными 
микрочипами одного и того же производителя [3]. 
Во-первых, кинетика гибридизации нелинейно опре-
деляется плотностью зондов на поверхности матри-
цы, поскольку олигонуклеотиды, иммобилизованные 
или синтезированные на подложках чипов высокой 

плотности, неспецифично гибридизуются друг с дру-
гом в зависимости от степени гомологии. Во-вторых, 
на кинетику гибридизации влияют длина и нуклео-
тидная последовательность целевых молекул ДНК. 
В-третьих, квантовый выход используемого для ре-
гистрации флуорофора зависит как от последова-
тельности прилегающей НК, так и от близости дру-
гих флуорофоров. В связи с этим экспрессионные 
микрочипы чаще используются для воспроизводи-
мого анализа относительного содержания НК, чем 
для точного определения концентрации [4].

Один из ключевых параметров, характеризующих 
микрочипы – тип субстрата матрицы, – подложки 
c гидрогелевым покрытием, например, из полиа-
криламида или агарозы, а также матрицы с функ-
циональными группами, такими, как альдегиды, 
эпокси- или аминогруппы и др. [5]. В силу гидро-
фильных свойств полимерные гидрогели являются 
приоритетным субстратом для иммобилизации био-
молекул. Традиционным подходом к изготовлению 
микрочипов считается покрытие подложки одно-
родным слоем гидрогеля с последующим нанесени-
ем зондов либо синтезом олигонуклеотидов in situ. 
В качестве сшивающих агентов для формирования 
гидрогелевых подложек используют как синтетиче-
ские поли-2-гидроксиэтилметакрилат, полиакрила-
миды, так и несинтетический полимер коллаген [6]. 
В результате емкость иммобилизации зондов на био-
чипах возрастает на несколько порядков [7], что по-
зволяет регистрировать сигналы в элементах чипа, 
в 10–100 раз превышающие сигналы при иммобили-
зации на планарных матрицах.

Рис. 1. Создание матрицы 3D-элементов, содержащих 
композиции гидрогеля и молекулярных зондов

Пин робота
Робот переносит композиции 

на поверхность подложки

Микротитровальный планшет  
с композициями зондов и гидрогеля

Подложка

УФ-излучение – 
полимеризация композиций

Гидрогелевые 3D-ячейки 
с иммобилизованными 
зондами

Объем ячейки 0.1 нанолитра
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Принципиальное отличие технологии биочипов, 
созданной в ИМБ РАН под руководством академика 
Андрея Дарьевича Мирзабекова (1937–2003), – им-
мобилизация молекулярных зондов в трехмерных 
элементах гидрогеля, закрепленных на плоской под-
ложке [8, 9]. Молекулярные зонды – олигонуклеоти-
ды и олигосахариды – модифицируют посредством 
присоединения амино- или сульфогрупп, использу-
емых далее для ковалентного присоединения в ходе 
роста полимерной цепи. В то же время зонды бел-
ковой природы не нуждаются в специальной моди-
фикации, поскольку имеют в своей структуре соот-
ветствующие функциональные группы аминокислот. 
Макропористая структура гидрогелевых элементов 
формируется за счет сополимеризации мономера – 
производного метакриловой кислоты, непредельного 
производного О- или N-замещенного сахара, бифунк-
ционального кросс-сшивающего агента и молекуляр-
ного зонда. Композиции полимеризационной смеси 
объемом 0.1 нл наносят на подложку с помощью пи-
нов механического робота (рис. 1). В качестве под-
ложки могут использоваться практически любые 
носители. Далее под действием ультрафиолетового 

излучения происходит совместная полимеризация 
молекулярных зондов с основными компонентами 
гидрогеля и равномерное встраивание иммобилизу-
емых соединений в растущую полимерную струк-
туру. Необходимо отметить, что подобраны условия 
полимеризации молекулярных зондов, позволяющие 
максимально сохранить их исходную биологическую 
активность. По завершении полимеризации ячейки 
гидрогеля, сформировавшиеся на подложке, отмы-
вают и подготавливают к проведению исследований. 
Эффективность такой иммобилизации составляет 
50–80% в зависимости от молекулярного зонда. 

В зависимости от типа биочипа диаметры гелевых 
ячеек варьируют от 50 до 300 мкм, а расстояния меж-
ду ячейками – от 100 до 500 мкм. Количество ячеек 
на биочипе зависит от задачи и составляет от не-
скольких десятков до нескольких тысяч. Контроль 
качества нанесения осуществляется посредством 
специализированного аппаратно-программного ком-
плекса. Биочипы с отклонением геометрических па-
раметров элементов, не превышающим 10%, а также 
с отклонениями параметров чипов между сериями, 
составляющими не более 20%, используют в дальней-

Рис. 2. Преимущества объемных гидрогелевых 3D-ячеек биочипов в сравнении с поверхностными 2D-ячейками. 
Образовавшиеся в 3D-элементах молекулярные комплексы, равномерно распределенные по объему, 
находятся в однородном водно-подобном окружении гидрогеля и обладают одинаковой энергией образования. 
Диссоциация таких комплексов происходит в узком интервале температур и всегда можно подобрать такую 
температуру, при которой совершенный комплекс стабилен, в то время как несовершенный комплекс 
будет в существенной степени диссоциирован. Поэтому в случае 3D-ячеек совершенные комплексы можно 
регистрировать по сигналам, в разы превышающим сигналы несовершенных комплексов. В 2D-элементах 
на энергию образования комплексов накладываются различные по величине энергии взаимодействия комплексов 
с поверхностью подложки. В результате кривые диссоциации комплексов оказываются более пологими 
и температурный сдвиг (обычно 3–4°С) между кривыми, характеризующими совершенный и несовершенный 
комплексы, недостаточен для обеспечения существенного различия соответствующих интенсивностей сигналов
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ших экспериментах [10]. Данные характеристики со-
ответствуют критериям, применяемым для лучших 
коммерческих микроматриц, производимых компа-
ниями ArrayIt (США) и Schott AG (Германия).

С момента первых экспериментов по секвениро-
ванию с помощью гибридизации на олигонуклеотид-
ных микроматрицах 30 лет назад [11] гидрогелевые 
биочипы прошли долгий путь от фундаментальных 
исследований к клинической лабораторной диагно-
стике. Исследование кинетики и термодинамики 
гибридизации фрагментов ДНК показало, что ис-
пользование коротких (до 25 нуклеотидов) зондов 
обеспечивает эффективную дискриминацию точеч-
ных нуклеотидных замен, а иммобилизация в трех-
мерных гелевых элементах позволяет значительно 
увеличить интенсивность положительных сигналов 
и уменьшить статистический разброс по сравнению 
с двумерными микрочипами [12, 13] (рис. 2). 

Экспериментально подобраны условия гибридиза-
ции, концентрации иммобилизованных зондов, пред-
ложены алгоритмы расчета последовательностей 
зондов, обеспечивающие высокие значения положи-
тельного сигнала и дискриминационных отношений 
[14]. Достигнут значительный прогресс в аналити-
ческой чувствительности анализа за счет создания 
процедуры мультиплексной ПЦР, обеспечивающей 
одновременную амплификацию десятков фрагмен-
тов геномов [15, 16], а также благодаря синтезу новых 
красителей и оптимизации флуоресцентного марки-
рования [17, 18].

Впервые были разработаны способы эффектив-
ной иммобилизации белковых и гликановых молекул 
в гидрогеле, предложены методы мультиплексного 
количественного анализа различных белков в сы-
воротке крови [19]. Создано несколько поколений 
универсальных флуоресцентных анализаторов, по-
следнее из которых обеспечивает измерение интен-
сивности сигналов элементов биочипа при длинах 
волн от 380 до 850 нм, позволяя проводить качествен-
ный и количественный анализ с точностью ± 5% [20].

Созданная в ИМБ РАН универсальная платформа 
гидрогелевых биочипов позволила разработать, ва-
лидировать и внедрить в практику ряд актуальных 
приложений для многопараметрического анализа 
биомаркеров социально значимых заболеваний, ко-
торые будут детально рассмотрены ниже.

АНАЛИЗ СПЕЦИФИЧЕСКИХ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ БАКТЕРИАЛЬНЫХ 
И ВИРУСНЫХ ГЕНОМОВ
Необходимость исследования геномов бактерий и ви-
русов определяется прежде всего высокой социаль-
ной значимостью патогенов, к которым зачастую 
относятся лекарственно-устойчивые возбудители 

туберкулеза (MTB) и микобактериозов (NTM), вирус 
гепатита С (ВГС), микроорганизмы группы инфекци-
онно-воспалительных заболеваний репродуктивных 
органов. Применительно к данным объектам техно-
логия гидрогелевых ДНК-биочипов зарекомендова-
ла себя как эффективный инструмент определения 
профиля детерминант антибиотикорезистентности, 
внутри- и межвидового генотипирования микроор-
ганизмов и вирусов, необходимого для выбора раци-
ональной терапии и осуществления эпидемиологиче-
ского надзора.

Биочипы в лабораторной диагностике туберкулеза
Первой в мире методикой на основе биочипов, раз-
работанной и разрешенной к применению в лабо-
раторной диагностике in vitro, стал набор реаген-
тов «ТБ-Биочип-1» для идентификации 48 мутаций 
в геноме Mycobacterium tuberculosis, ответственных 
за устойчивость к рифампицину (RMP) и изониазиду 
(INH) [21]. Диагностические характеристики метода 
были оценены на основании результатов десятилетне-
го (2005–2015 гг.) применения набора «ТБ-Биочип-1» 
в учреждениях противотуберкулезной службы РФ, 
Кыргызстана, Азербайджана. Метаанализ 16 публи-
каций, содержащих данные исследования более 5000 
клинических образцов и изолятов с использованием 
набора «ТБ-Биочип-1» и микробиологических тестов, 
показал, что диагностическая чувствительность мето-
да при идентификации устойчивого к RMP фенотипа 
MTB находится в диапазоне 88.8–96.9%, специфич-
ность – 90.3–99.4%; при анализе INH-устойчивых 
штаммов чувствительность составляет 85.7–96.9%, 
специфичность – 85.3–98.2%. Совпадение результа-
тов, полученных c помощью набора «ТБ-Биочип-1» 
и рекомендованных ВОЗ молекулярных тестов Xpert 
MTB/RIF (Сepheid, США) и Genotype MTBRDplus 
(Hain Lifescence, Германия), составило 80–90% [22, 23]. 

Важным результатом применения набора «ТБ-
Биочип-1» стала подтвержденная главным внештат-
ным фтизиатром Минздрава РФ оценка клинической 
эффективности этого набора при лечении пациентов 
с деструктивным легочным туберкулезом в зави-
симости от времени коррекции схемы терапии [24]. 
При ранней диагностике МЛУ-форм MTB с помощью 
биочипов число излеченных больных увеличилось 
по меньшей мере в 3 раза, в отличие от диагностики 
традиционными методами культивирования [14, 25]. 
В настоящее время набор «ТБ-Биочип-1» продолжа-
ет активно применяться в лабораторной диагности-
ке туберкулеза, оперативно выявляя МЛУ-изоляты 
и позволяя переводить таких пациентов на другие 
режимы терапии.

Вместе с тем, последовательное накопление му-
таций, ассоциированных с резистентностью, при-
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вело не только к росту впервые выявленных боль-
ных с МЛУ-формами туберкулеза (с ~15% в 2005 г. 
[21] до ~50% в 2015 г. [26]), но и к появлению изоля-
тов с широкой (ШЛУ) и тотальной устойчивостью 
ко всем противотуберкулезным препаратам. Для ре-
шения данных задач нами разработан метод выявле-
ния ДНК MTB с одновременным установлением гено-
типа эндемичных для РФ штаммов и определением 

генетических детерминант МЛУ и ШЛУ. Процедура 
анализа включала мультиплексную ПЦР с адаптер-
ными праймерами и циклической элонгацией с целью 
одновременной амплификации и флуоресцентного 
маркирования 17 локусов генома M. tuberculosis с по-
следующей гибридизацией. Биочип, являющийся 
ключевым компонентом разработанного подхода, по-
зволяет идентифицировать ДНК MTB, определять 

А Рифампицин 
(rpoB)

Канамицин, амикацин
капреомицин  

(rrs, eis)

Этамбутол 
(embB)

Изониазид  
(katG,  

inhA, ahpC)

Генотипирование 
(Beijing, LAM, Ural…)

Фторхинолоны 
(gyrA, gyrB)Б

Обнаружена ДНК микобактерий туберкулезного комплекса (фрагмент IS6110).
Штамм НЕ принадлежит Евро-Американской линии
Генотип штамма: Beijing B0/W148
Мутация в гене rpoB, приводящая к устойчивости к рифампицину: S531L

Мутация в гене katG, приводящая к устойчивости к изониазиду: S315T(1)

Мутация в гене embB, приводящая к устойчивости к этамбутолу: G406D

Мутация в гене gyrA, приводящая к устойчивости к фторхинолонам: D94G

Мутация в гене rrs, приводящая к устойчивости к амикацину, канамицину, 
капреомицину: a1401g

Рис. 3. Биочип для определения генотипа MTB и идентификации генетических детерминант МЛУ и ШЛУ (А), флу-
оресцентная картина биочипа и результат интерпретации при анализе ДНК изолята ШЛУ-MTB, имеющего гено-
тип Beijing B0/W148 (Б). Различными цветами на схеме биочипа показаны группы ячеек с иммобилизованными 
зондами, специфичными к последовательностям дикого типа и мутантным вариантам генов, ассоциированных 
с лекарственной устойчивостью к разным противотуберкулезным препаратам
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эндемичные для РФ семейства возбудителя и выяв-
лять суммарно 116 генетических детерминант лекар-
ственной устойчивости к рифампицину, изониазиду, 
фторхинолонам, инъекционным препаратам (ами-
кацину, канамицину, капреомицину), этамбутолу 
(EMB) (рис. 3).

Клинические испытания метода, проведенные 
в Санкт-Петербургском НИИ фтизиопульмонологии 
Минздрава РФ, показали, что значения диагностиче-
ской чувствительности и специфичности созданной 
методики по всем препаратам составили 90% и более, 
за исключением этамбутола [15], чувствительность 
по которому, равная 89.9%, существенно превосходи-
ла опубликованное ранее значение (58%) [27]. 

Исследование семейств MTB выявило преоб-
ладание штаммов генотипа Beijing (73.1%); в мень-
шей степени были представлены семейства LAM 
(12.1%), Ural (~7%) и штаммы, относящиеся к Евро-
Американской линии (7.2%) (рис. 4). Из всех изоля-
тов, принадлежащих к генотипу Beijing, более 30% 
составил кластер B0/W148. Установление принад-
лежности изолята к данному генотипу в 100% означа-
ло выявление МЛУ- или ШЛУ-фенотипа, подтверж-
дая клиническую значимость обнаружения данного 
семейства. Наоборот, изоляты Евро-Американской 
линии, не входящие в семейства LAM и Ural, были 
преимущественно ассоциированы с чувствительным 
фенотипом [15]. 

Совместно с Московским научно-практическим 
центром борьбы с туберкулезом Департамента 
здравоохранения г. Москвы были установлены кор-
реляции между генетическими детерминантами 

резистентности и значениями минимальных ингиби-
рующих концентраций, характеризующими уровень 
устойчивости к противотуберкулезному препарату 
[28]. Крайне важной представляется возможность 
дифференцированного назначения различных доз 
противотуберкулезных препаратов, входящих 
в чрезвычайно ограниченный спектр средств специ-
фической терапии, по результатам анализа детер-
минант, ассоциированных с разным уровнем устой-
чивости.

На основе созданного метода разработан, испытан, 
зарегистрирован в Росздравнадзоре и внедрен в кли-
ническую практику набор реагентов «ТБ-ТЕСТ», 
в настоящее время приходящий на смену наборам 
серии «ТБ-Биочип». Спектр анализируемых набо-
ром «ТБ-ТЕСТ» геномных мишеней по препаратам 
первого и второго ряда охватывает, как минимум, 
режимы I–IV химиотерапии больных туберкулезом 
в соответствии с Приказом Минздрава РФ № 951 
от 29.12.2014 г. При этом скорость и возможность 
анализа респираторного материала позволяет при-
менять набор «ТБ-ТЕСТ» для быстрого скрининга 
образцов от пациентов с последующей коррекцией 
режимов терапии и переводом на новейшие противо-
туберкулезные препараты [29].

С целью рутинного внутривидового генотипиро-
вания штаммов микобактерий туберкулезного ком-
плекса разработан набор «СПОЛИГО-БИОЧИП», 
позволяющий составить генетический профиль каж-
дого изолята MTB, относя его к определенному гено-
типу [30]. Разработанный подход используется также 
для дифференциации MTB от вакцинного штамма M. 
bovis BCG в содержимом холодных абсцессов у детей 
с поствакцинальными осложнениями.

Видоспецифичный полиморфизм гена gyrB микро-
организмов, принадлежащих роду Mycobacterium, 
позволил сконструировать биочип, обеспечиваю-
щий идентификацию 35 различных видов микобак-
терий [31]. Исследование популяции микобактерий 
Центрального и Северо-Западного регионов РФ 
выявило преобладающие в Европейской части РФ 
виды NTM, такие, как комплекс M. avium (39%), M. 
fortuitum (17%) и M. xenopi (13%), проявляющие себя 
при иммуносупрессии, хронической обструктивной 
болезни легких и ВИЧ-инфекции [31]. 

Таким образом, совокупность тест-систем для ана-
лиза возбудителей туберкулеза и микобактериозов 
позволяет проводить комплексное исследование ма-
териала от больных в рамках универсальной диа-
гностической платформы биочипов в условиях кли-
нической лаборатории. Единый формат анализа, 
отвечающий современным требованиям, автоматизи-
рованная обработка результатов и их интерпретация 
в виде выдачи конкретных рекомендаций являются 

Рис. 4. Ассоциация выявленных семейств MTB с ле-
карственной устойчивостью. Профиль лекарственной 
устойчивости отмечен цветами: бордовый – ШЛУ, 
красный – МЛУ, желтый – моно- или полирезистент-
ный штамм, зеленый – чувствительные изоляты. Обо-
значения семейств: Bj – Beijing; B0 – Beijing B0/W148; 
H – Haarlem; L – LAM; U – Ural; EA – Евро-Американ-
ская линия
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основой совершенствования схем терапии туберку-
леза, вызываемого лекарственно-устойчивыми фор-
мами. 

Анализ генетических детерминант резистентности 
возбудителей инфекций репродуктивного тракта 
(ИРТ) к антимикробным препаратам (АМП) 
Разнообразие ИРТ, их частое развитие по типу сме-
шанных и лекарственно-устойчивых форм, вклю-
чающих как облигатные патогены, передающиеся 
половым путем, так и ряд возбудителей оппорту-
нистических инфекций, существенно затрудняет 
диагностику данных заболеваний и осложняет вы-
бор стратегии персонализированной терапии. Среди 
возбудителей ИРТ особое место занимает Neisseria 
gonorrhoeae. Как и возбудитель туберкулеза, гоно-
кокки характеризуются экстраординарной способ-
ностью развивать лекарственную устойчивость. 
В отличие от MTB, N. gonorrhoeae приобретает но-
вые резистентные свойства не только посредством 
хромосомных мутаций, но и активно использует раз-
нообразные мобильные элементы, а также горизон-
тальный перенос генов от других видов. Особенно 
эффективно возбудитель гонореи использует мута-

16S рРНК 
(идентификация) gyrA mtrR penA

ponA
16S рРНК

(детерминанты 
устойчивости)

А

ntr4tv
ntr6tv

bla
TEM

porB rpsJ parC 23S рРНК

Б

Рис. 5. Биочип для анализа резистентности возбудителей ИРТ, содержащий зонды, соответствующие видоспе-
цифичному полиморфизму гена 16S рРНК для идентификации возбудителей ИРТ, а также зонды, специфичные 
к последовательностям генов rrs, rrl, gyrA, parC, mefA, mtrR, nimB-G, penA, ponA, porB, rpsJ, ntr4tv, ntr6tv, 
blaSHV, bla

TEM
, tetM, являющихся детерминантами резистентности к АМП. Элементы, содержащие олигонукле-

отиды дикого типа, выделены толстым контуром (А). Гибридизационная картина анализа образца ДНК изолята N. 
gonorrhoeae, содержащего мутации: S91F+D95G в гене gyrA (группа 2), -35delA в промоторе гена mtrR (группа 
3), insD345 в гене penA (группа 4), S87R в гене parC (группа 10) (Б)

ции, влияющие на проницаемость мембран и увели-
чивающие активность эффлюксных помп, поскольку 
эти системы обладают свойством формировать рези-
стентность одновременно ко многим АМП [32]. 

Разработан биочип (рис. 5А) и метод на его основе 
для идентификации ДНК 12 различных облигатных 
и условно-патогенных микроорганизмов с одновре-
менным дифференцированным анализом 39 генети-
ческих детерминант устойчивости к β-лактамным 
антибиотикам, макролидам, аминогликозидам, те-
трациклину, спектиномицину, фторхинолонам и ни-
троимидазолу [33].

Анализ более 500 клинических образцов и изоля-
тов, выделенных в Государственном научном цен-
тре дерматовенерологии и косметологии Минздрава 
России, продемонстрировал высокую чувствитель-
ность и специфичность созданного метода при обна-
ружении ДНК возбудителей ИРТ, а также предска-
зательную эффективность идентификации маркеров 
их резистентности к АМП. 

Исследование тетрациклин-устойчивых штаммов 
гонококка, выделенных в 2015–2017 гг. в России, по-
казало, что долговременный (с 2003 г.) отказ от ис-
пользования тетрациклина для лечения гонореи 
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привел к снижению доли резистентных штаммов 
в РФ с 75 до 42.6%, что, однако, не позволяет реко-
мендовать тетрациклины к возвращению в спектр 
актуальных препаратов для терапии гонококковой 
инфекции. Впервые в России был охарактеризован 
тип плазмидного гена tetM, продукт которого приво-
дил к высокому уровню устойчивости к тетрацикли-
ну, независимо от присутствия детерминант рези-
стентности хромосомной локализации [34].

Штаммы N. gonorrhoeae содержали множествен-
ные мутации в генах penA, ponA, rpsJ, gyrA, parC, 
mtrR и др. (рис. 5Б), прогностическое значение ко-
торых в отношении фенотипической устойчивости 
существенно возрастало при обнаружении сочетаний 
генетических детерминант резистентности (рис. 6) 
[35, 36]. 

Это обстоятельство вступает в определенное про-
тиворечие с тем фактом, что современная терапия 
гонококковой инфекции основана на преимуще-
ственном использовании цефалоспоринов третьего 
поколения и формально не ведет к «селекционному 
давлению» по генетическим детерминантам, кон-
тролирующим устойчивость к ранее использован-
ным препаратам (пенициллинам, фторхинолонам). 
Тем самым можно было ожидать элиминации та-
ких мутаций из генома современной популяции N. 
gonorrhoeae. Возможным объяснением присутствия 
мутаций представляется многофакторный харак-
тер феномена антибиотикорезистентности, в кото-
ром ряд ранее мутировавших генов служит основой 

для следующего витка молекулярной эволюции N. 
gonorrhoeae. В частности, это относится к генам penA 
и ponA, мутации в которых оказываются значимыми 
и в развивающейся устойчивости к цефалоспоринам. 
Тем самым мы вправе ожидать возникновения устой-
чивости к современным АМП, в первую очередь, 
среди мультирезистентных штаммов N. gonorrhoeae, 
как это имеет место в странах ЕС [37]. Указанное об-
стоятельство свидетельствует в пользу актуальности 
непрерывного мониторинга антибиотикорезистент-
ности возбудителя гонореи, одним из инструментов 
которого сегодня становится технология гидрогеле-
вых биочипов.

Определение генотипа и подтипа вируса гепатита 
С (ВГС) на основе анализа области NS5B вирусного 
генома
Согласно современной классификации, ВГС пред-
ложено подразделять на семь основных генотипов 
и 67 подтипов [38]. Генотип и подтип ВГС являются 
ключевыми детерминантами при выборе режимов 
терапии препаратами прямого противовирусного 
действия (ПППД), действующими на основные мише-
ни жизненного цикла вируса [39]. Точная идентифи-
кация генотипа и подтипа ВГС определяет показания 
к терапии посредством выбора ПППД, продолжи-
тельности курса и необходимости назначения риба-
вирина.

Совместно с лабораторией вирусологии госпиталя 
Университета г. Тулузы (Франция) предложен ме-

Рис. 6. Распределение изолятов N. gonorrhoeae с различными мутационными профилями по минимальным инги-
бирующим концентрациям (МИК) ципрофлоксацина и пенициллина G. Мутационные профили генов gyrA и parC, 
приводящие к устойчивости к ципрофлоксацину (А). Мутационные профили генов penA, ponA, mtrR, ассоции-
рованные с устойчивостью к пенициллину G (Б). Отдельно показан профиль изолятов, несущих плазмидный ген 
bla
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тод идентификации шести генотипов и 36 подтипов 
ВГС посредством анализа генотип- и подтипспеци-
фичных последовательностей области NS5B генома 
ВГС на гидрогелевом биочипе (pис. 7А). Процедура 
анализа включала амплификацию и флуоресцент-
ное маркирование области NS5B с последующей ги-
бридизацией на биочипе, регистрацией сигналов и их 
интерпретацией. Пример анализа образца РНК ВГС 
подтипа 1b с иллюстрацией интерпретации резуль-
тата приведен на pис. 7Б.

С использованием разработанного метода иссле-
дованы 345 образцов ВГС в сравнении с «золотым 
стандартом» генотипирования – секвенированием 
области NS5B с последующим филогенетическим 
анализом. Обоими методами был успешно определен 
генотип всех образцов РНК при 100% корреляции. 
Совпадение результатов идентификации подтипов 
получено для 329 из 330 образцов [40].

По своим характеристикам разработанный набор 
«HCV-Биочип» не уступает технологиям секвениро-
вания, являясь эффективным инструментом рутин-
ного генотипирования, он актуален для оценки ответа 
на терапию ПППД в зависимости от подтипа ВГС [41, 
42].

БИОЧИПЫ ДЛЯ ПЕРСОНАЛИЗИРОВАННОЙ ТЕРАПИИ 
ОНКОЛОГИЧЕСКИХ БОЛЬНЫХ

Молекулярно-генетический анализ химерных 
генов при лейкозах
Выявление структурных перестроек генома с образо-
ванием химерных генов в опухолевых клетках кост-
ного мозга, особенно у детей, используется в боль-

шинстве современных протоколов для разделения 
пациентов на группы риска и выбора терапии. 

Тест-система «ЛК-БИОЧИП» разработана и за-
регистрирована в Росздравнадзоре для анализа 13 
клинически наиболее значимых хромосомных транс-
локаций при лейкозах [43]. «ЛК-БИОЧИП» применя-
ли для диагностики хромосомных транслокаций у де-
тей в мультицентровых исследованиях по лечению 
острого лимфобластного лейкоза («ОЛЛ MB-2002» 
и «ОЛЛ MB-2008») в РФ c 2005 по 2015 г. [44]. В сле-
дующей генерации биочипов для диагностики лейко-
зов представлен расширенный спектр хромосомных 
транслокаций, включающий еще 9 клинически зна-
чимых перестроек t(1;11) MLL/MLLT11, t(1;11) MLL/
EPS15, Del1 SIL/TAL1, t(2;5) NPM1/ALK, t(16;21) 
FUS/ERG, t(1;22) RBM15-MKL1, t(10;11) CALM/
AF10, t(17;19) E2A/HLF, t(6;9) DEK/CAN (рис. 8). 
Тест-система позволяет выявлять в клиническом об-
разце одну опухолевую клетку среди 1000 нормаль-
ных со специфичностью не менее 95% [45].

Биочипы для анализа соматических мутаций
Выявление соматических мутаций в опухолевой тка-
ни позволяет отобрать для терапии препараты, на-
правленно действующие на данные молекулярные 
мишени. Доля мутантной ДНК в анализируемом ма-
териале зачастую незначительна в силу гетероген-
ности опухоли или загрязнения образца нормальной 
тканью. Материалом для молекулярно-генетическо-
го исследования обычно служит опухолевая ткань, 
фиксированная в парафиновых блоках. В результате 
такого способа хранения опухолевая ДНК подверга-
ется частичной деградации и фрагментации, что на-

Рис. 7. Схема биочипа со 110 иммобилизованными зондами для идентификации генотипов и подтипов ВГС (А). 
Элементы, содержащие генотипспецифичные зонды в верхних рядах, выделены толстым контуром. Гибридиза-
ционная картина РНК ВГС подтипа 1b, гистограмма сигналов элементов биочипа и результат интерпретации (Б)
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Анализ региона NS5B:
Идентифицирован генотип 1 вируса гепатита С
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кладывает определенные ограничения на использо-
вание молекулярно-генетических методов. 

Емельяновой и соавт. разработан метод анализа 
соматических мутаций на биочипе с пределом чув-
ствительности выявления мутантной ДНК до 0.5% 
[46]. С использованием этого подхода были проана-
лизированы соматические мутации при меланоме 
кожи, прорыв в лечении которой в последние годы 
связан с применением таргетных препаратов, дей-
ствующих на специфические молекулярные ми-
шени, и иммунотерапии, эффективность которой 
во многом зависит от генотипа опухоли. Основой 

этого метода является биочип для определения 39 
клинически значимых соматических мутаций в ге-
нах BRAF, NRAS, KIT, GNAQ, GNA11, MAP2K1 
и MAP2K2 (рис. 9). 

Разработанным методом было протестировано 
253 клинических образца меланомы. Выявлены раз-
нообразные мутации в генах BRAF (51.0%), NRAS 
(17.8%), KIT (2.4%), GNAQ (1.6%), GNA11 (0.8%), 
MAP2K1 (0.8%). Подход позволяет эффективно вы-
являть клинически значимые соматические мутации 
и делать выбор в пользу определенного таргетного 
препарата у 70% больных меланомой [47].

А ABL
NPM1-ALK
AML1-ETO
CBFB-MYH11
PML-RARA
MLL-варианты

E2A-PBX1
TEL-AML1
BCR-ABL
E2A-HLF
SIL-TAL1
PICALM-AF10
DEK-CAN
FUS-ERG
RBM15-MKL1

Б

Рис. 8. Биочип для идентификации хромосомных перестроек, приводящих к развитию лейкозов различного типа 
(А), и гибридизационная картина при анализе образца РНК, содержащего химерный транскрипт PICALM-AF10, ас-
социированный с плохим прогнозом течения лейкоза, при котором требуется трансплантация костного мозга (Б). 
Элементы с зондами, специфичными к последовательностям различных химерных генов, показаны разным цветом
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Рис. 9. Гибридизационная картина и гистограммы нормированных сигналов элементов биочипа при определении 
соматических мутаций в образцах ДНК меланомы кожи. По результатам идентификации замены V600K возмож-
но назначение ингибиторов BRAF вемурафениба и дабрафениба



14 | ACTA NATURAE |  ТОМ 10  № 4 (39)  2018

ОБЗОРЫ

МУЛЬТИПЛЕКСНЫЙ ИММУНОАНАЛИЗ НА 
БИОЧИПАХ
В зависимости от клинической задачи выделяют два 
основных типа мультиплексного иммуноанализа: 
определение различных индивидуальных антигенов 
в образце или выявление антител, циркулирующих 
в сыворотке крови. В первом случае биочип содержит 
панель иммобилизованных антител, каждое из ко-
торых специфично взаимодействует с конкретным 
определяемым антигеном. Во втором, в структу-
ру биочипа включены иммобилизованные лиганды 
белковой или иной природы, специфично связыва-
ющиеся с иммуноглобулинами в составе образца. 
Примером разработанного в ИМБ РАН метода пер-
вого типа может служить разработанная совместно 
с сотрудниками ИБХ РАН под руководством акаде-
мика Е.В. Гришина тест-система для количественно-
го определения ряда биотоксинов [48].

Мультиплексный анализ онкомаркеров 
на биочипах
Поиску клинически значимых биомаркеров, обла-
дающих высокой чувствительностью и специфич-
ностью в отношении опухолей конкретного вида, 
посвящено огромное число исследований. Повысить 
диагностическую эффективность позволяет одновре-
менное определение нескольких онкомаркеров. 

Вместе с тем, такой подход не обеспечивает сво-
евременного выявления некоторых опухолей. Так, 

для диагностики колоректального рака (КРР) in 
vitro рекомендовано исследование сывороточных 
онкомаркеров РЭА и СА 19-9. В то же время ре-
зультаты масштабных клинических исследований 
свидетельствуют, что данные биомаркеры выявля-
ют заболевание в основном на поздних стадиях (III 
и IV) и обладают клинической значимостью только 
для мониторинга терапии [49]. Большинство КРР-
ассоциированных маркеров являются гликопро-
теинами или карбогидратными антигенами, они 
содержат О- либо N-гликосайты [50]. Изменения 
в гликозилировании данных маркеров приводят 
к изменению уровней соответствующих антител, 
что можно детектировать с помощью мультиплекс-
ного анализа на биочипах.

Совместно с сотрудниками лаборатории угле-
водов ИБХ РАН разработан подход, основанный 
на одновременном анализе белковых серологиче-
ских онкомаркеров и антител различных классов 
к онкоассоциированным гликанам. Сконструирован 
комбинированный биочип, элементы которого со-
держали гликаны, а также антитела к онкомаркерам 
КРР. Содержание антител к гликанам в сыворотке 
крови определяли с помощью флуоресцентного ана-
лиза на биочипах (рис. 10).

В результате исследований, проведенных совмест-
но с МНИОИ им. П.А. Герцена, выявлены комбинации 
(сигнатуры), состоящие из уровней антител к некото-
рым опухолеассоциированным гликанам и значений 
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Определение концентраций 
серологических онкомаркеров

Анализируемые 
антитела в сыворотке 
крови пациента

Cy3-меченые проявляющие 
антитела против IgG, IgA, 
IgM человека

Иммобилизованные 
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Иммобилизованные 
антитела 
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проявляющие 
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Инкубация с 
образцом

Инкубация с 
проявляющими 
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Рис. 10. Одновре-
менное опреде-
ление уровней 
антител к опу-
холеассоцииро-
ванным гликанам 
и концентраций 
онкомаркеров. 
Схема иммуно-
анализа и пример 
флуоресцентных 
изображений био-
чипа после прове-
дения анализа
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концентраций основных онкомаркеров, позволяющие 
достоверно отличить больных КРР и здоровых доно-
ров [51]. Показано, что одновременное использование 
белковой и гликановой сигнатур позволяет выявлять 
КРР у пациентов надежнее, чем традиционная пара 
онкомаркеров РЭA + CA 19-9. Чувствительность ме-
тода составила 88%, специфичность – 98%, в то время 
как комбинация РЭА и СА 19-9 позволила выявить 
КРР в 80% случаев с чувствительностью 21%.

Анализ аллергенспецифических 
иммуноглобулинов (Ig) на биочипе
Основными маркерами аллергии на сегодняшний 
день являются специфические иммуноглобулины 
класса Е, которые определяют протекание аллер-
гической реакции по механизму первого типа (ана-
филаксия, отек Квинке). Иммуноглобулины других 
классов также могут принимать участие в аллерги-
ческих реакциях. Так, специфические иммуноглобу-
лины класса IgG4 (sIgG4) играют определенную роль 
в развитии толерантности – отсутствии клинических 
проявлений на определенные аллергены при нали-
чии сенсибилизации к этим аллергенам. Несмотря 
на то что sIgG4 не относится к диагностическим мар-
керам, определение этого параметра важно для оцен-
ки соотношения sIgE/sIgG4, которое показывает 

эффективность проведения специфической иммуно-
терапии. sIgG4 играют роль блокирующих антител, 
которые препятствуют развитию аллергических ре-
акций по первому типу [52].

Разработанная в ИМБ РАН совместно с компани-
ей DR. FOOKE Laboratorien GmbH (Германия) тест-
система «Аллергобиочип» (рис. 11) предназначена 
для проведения параллельного анализа панелей sIgE 
и sIgG4 к аллергенам следующих классов: пыльце-
вые (деревья и кустарники), пыльцевые (сорные 
травы и цветы), пыльцевые (травы и злаки), эпидер-
мальные, яды насекомых, клещевые, пищевые, гриб-
ковые. Тест-система представляет собой адаптацию 
твердофазного иммунохимического анализа с флу-
оресцентной регистрацией сигналов в формате био-
чипа. Тестирование метода с использованием более 
2000 образцов сывороток крови пациентов с аллер-
гией и здоровых доноров показало эффективность 
аллергобиочипа для выявления гиперчувствитель-
ности типа I. Определены пороги детекции для sIgE 
и sIgG4, чувствительность и специфичность анализа, 
диапазон измерения, составивший 0.35–100 МЕ/мл 
для sIgE и 100–2500 нг/мл для sIgG4 [53, 54]. 

Проведено эпидемиологическое исследование мо-
дельной популяции детей средней полосы России 
(800 пациентов ДГКБ им. Филатова в возрасте от 0 
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до 16 лет и 50 здоровых доноров) с целью оценки ча-
стот встречаемости сенсибилизации к аллергенам 
различных классов в зависимости от возраста [55]. 
Получены профили уровней аллергенспецифиче-
ских sIgE и sIgG4 в каждом из образцов. Обнаружено, 
что среди ингаляционных аллергенов сенсибилиза-
цию наиболее часто вызывают пыльца березы и эпи-
телий кошки, в то время как среди пищевых аллер-
генов sIgE-ответ чаще всего связан с аллергенами 
куриного яйца и молока (рис. 12). Продукцию sIgG4 
в основном вызывают пищевые аллергены, особенно 
яичный белок. С возрастом доля пациентов с повы-
шенным уровнем sIgE к ингаляционным аллергенам 
увеличивается, при снижении доли пациентов, сен-
сибилизированных к большинству пищевых аллер-
генов, за исключением аллергенов моркови, яблока 
и персика. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С момента первой публикации по секвенированию 
посредством гибридизации с иммобилизованными 
октануклеотидными зондами [56] прошло 30 лет. 

За этот период сотрудниками лаборатории биоло-
гических микрочипов ИМБ РАН выстроена универ-
сальная методология многопараметрического анали-
за белковых и ДНК-маркеров при статистических 
и клинических исследованиях больших серий био-
логических образцов различной природы. Создана 
и сертифицирована по международному стандарту 
ISO 13485 производственная линия по изготовлению 
гидрогелевых биочипов мощностью до 1 млн в год. 
ИМБ РАН получено 12 регистрационных удостове-
рений Росздравнадзора на разработанные медицин-
ские изделия – наборы реагентов и оборудование 
для диагностики in vitro с использованием гидроге-
левых биочипов.

В свете стремительного развития технологий ПЦР 
и платформ секвенирования следующего поколения 
ДНК-микрочипы столкнулись с серьезной конкурен-
цией. Сегодня они занимают промежуточную нишу, 
подпираемую снизу разнообразными тестами на ос-
нове амплификации НК, и испытывают все большее 
давление сверху со стороны высокопроизводительных 
технологий секвенирования. В нашем случае иммоби-
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Рис. 12. Анализ частот встречаемости сенсибилизации к аллергенам различных групп при аллергических заболе-
ваниях. Представлены доли пациентов (%) из Московского региона в возрасте от 0 до 16 лет с аллергическими 
симптомами и повышенной концентрацией sIgE (≥ 0.35 МЕ/мл) и концентрацией sIgG4 (≥ 100 нг/мл) к каждому 
из 31 аллергена
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лизация любых типов биомолекул в гидрогеле и воз-
можность проведения в нем ферментативных реакций 
[57], в том числе и изотермических [58], делает воз-
можным создание портативных биосенсоров нового 
поколения. Так, гидрогелевые элементы могут стать 
платформой для совместной иммобилизации геном-
ных редакторов – нуклеаз Cas13 и Cas12a, вместе с на-
правляющими и детектирующими молекулами РНК/
ДНК [59]. «Программируемая» работа нуклеаз, допол-
ненная при необходимости изотермической амплифи-
кацией, в сочетании с созданными микрофлюидными 
системами для выделения НК [60], позволит создать 
высокочувствительные CRISPR-биосенсоры, приме-
нение которых будет возможно в полевых условиях. 
Такие комплексные автономные системы, содержа-
щие платформу гидрогелевых биочипов и согласован-
ные с ней поддерживающие модули, позволят полу-
чать результаты быстрее, информативнее и точнее, 
чем в настоящее время, и будут играть ключевую роль 
в персонализированной медицине будущего.

В настоящее время более 2000 пациентов ДГКБ 
им. Филатова обследованы с использованием ал-
лергобиочипов. Помимо выраженного экономиче-
ского эффекта, обусловленного форматом «один 
образец – один анализ на чипе», предлагаемый под-

ход позволяет использовать всего 100 мкл сыворот-
ки крови для выявления аллергена, вызывающего 
у ребенка выраженную реакцию. При обследовании 
детей раннего возраста (несколько месяцев) такое 
минимальное количество образца представляет-
ся существенным преимуществом. Перспективным 
представляется создание белковых биочипов 
для дифференциальной диагностики ревматологи-
ческих заболеваний и других нарушений в работе 
иммунной системы. Многообещающим выглядит так-
же расширение биочипа для анализа предиктивных 
маркеров онкозаболеваний. Мы надеемся, что разви-
тие нового подхода на основе комплексного анализа 
сигнатур позволит решить эту непростую задачу.

Таким образом, технология гидрогелевых био-
чипов уже сегодня является эффективным инстру-
ментом персонализированной медицины, выполняя 
молекулярное профилирование множества клини-
чески значимых маркеров возбудителей и причин со-
циально значимых заболеваний, спасая жизнь сот-
ням больных и обеспечивая экономию бюджетных 
средств при лечении. 

Работа поддержана грантами РНФ № 14-50-00060 
и 17-75-20039.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время стволовые клетки (СК) рассма-
триваются как важный регулятор клеточного гоме-
остаза и участник регенерации/репарации всех тка-
ней организма. СК уже применяют в практической 
медицине, однако получение биомедицинских про-
дуктов с определенными характеристиками остается 
нерешенной задачей в связи со сложными, не до кон-
ца изученными путями регуляции, определяющи-
ми их уникальные свойства. Регуляция функций СК 
в тканях осуществляется при участии определенного 
микроокружения, образующего специализирован-
ные структуры – «клеточные ниши» [1, 2]. Это микро-
окружение формируется на основе взаимодействий 
между стволовыми и соседними дифференцирован-
ными клетками, а также компонентами внеклеточно-

го матрикса (ВКМ) за счет активации/ингибирования 
различных сигнальных путей (Notch, Wnt, TGF-β, 
Sonic Hedgehog и др.) посредством прямых межкле-
точных взаимодействий, высвобождения внеклеточ-
ных везикул и секреции факторов роста, цитокинов, 
хемокинов и различных протеаз [3]. Важным звеном 
этой сложной регуляции является урокиназная си-
стема, представленная активатором плазминогена 
урокиназного типа, или урокиназой (uPA), ее рецеп-
тором (uPAR/CD87) и двумя ингибиторами (PAI-1 
и PAI-2). Уникальность этой системы заключается 
в наличии урокиназного рецептора, закрепленного 
на мембране клетки посредством гликозилфосфати-
дилинозитола, что позволяет ему быть подвижным 
в мембранном бислое и локально концентрировать 
протеолитическую активность урокиназы в направ-
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РЕФЕРАТ Важными процессами, определяющими участие стволовых/прогениторных клеток в реге-
нерации тканей, являются пролиферация, последующая направленная миграция в область повреж-
дения, дифференцировка в соответствующие клеточные типы, секреция биологически активных 
молекул и внеклеточных везикул. Регуляция всех этих функций осуществляется через взаимодей-
ствие стволовых клеток с микроокружением в тканевых клеточных нишах, контролирующих эти 
процессы через прямые межклеточные контакты, продукцию межклеточного матрикса, высво-
бождение внеклеточных везикул и секрецию факторов роста, цитокинов, хемокинов и протеаз. Одной 
из важнейших протеолитических систем, участвующих в регуляции клеточной миграции и пролиферации, 
является урокиназная система, представленная активатором плазминогена урокиназного типа (uPA, уро-
киназа), его рецептором (uPAR) и ингибиторами. В обзоре рассмотрены данные об участии урокиназной 
системы в регуляции состояния ниш стволовых клеток в различных тканях, проанализированы возможные 
способы влияния этой системы на сигнальные пути, ответственные за пролиферацию, программируемую 
клеточную гибель, модуляцию фенотипа и миграционных свойств стволовых клеток.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ингибиторы активаторов плазминогена, клеточные ниши, регенерация, стволовые клет-
ки, урокиназа, урокиназный рецептор.
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лении движения клетки. Запускаемый урокиназой 
каскад протеолитических реакций, включающих 
локальное образование плазмина и активацию ма-
триксных металлопротеаз, способствует разруше-
нию ВКМ на пути движущейся клетки, активации 
факторов роста и высвобождению факторов роста, 
секвестрированных в матриксе [4–7]. Однако поми-
мо активации внеклеточного протеолиза большин-
ство клеточных ответов, модулируемых урокиназной 
системой, требует трансмембранной сигнализации. 
Эта сигнализация опосредуется взаимодействи-
ем компонентов этой системы со множеством вне-/
внутриклеточных белков и мембранных рецепторов, 
обеспечивающих передачу сигналов на внутрикле-
точные пути, регулирующие различные функции 
клетки. Компоненты урокиназной системы представ-
лены в нишах стволовых клеток костного мозга [8], 
поперечно-полосатой мускулатуры [9], нейральных 
клеток [10], опухолевых клеток [11]. Они принимают 
участие в регуляции таких важных биологических 
процессов, как воспаление, ангиогенез, миогенез, 
ремоделирование белков внеклеточного матрикса, 
метастазирование и рост опухолей. В данном обзоре 
рассмотрены возможные пути участия урокиназной 
системы в регуляции фенотипа,  клеточной подвиж-
ности, деления, программируемой клеточной гибели 
стволовых/прогениторных клеток, что является ак-
туальным для разработки подходов для направлен-
ного воздействия на их свойства. 

УРОКИНАЗНАЯ СИСТЕМА: СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ
Урокиназа представляет собой внеклеточную се-
риновую протеазу с узкой субстратной специфич-
ностью, принимающую участие в превращении 
плазминогена в плазмин. В организме человека 
урокиназа секретируется различными типами кле-
ток – моноцитами/макрофагами [12, 13], опухолевы-
ми клетками [14–16], фибробластами [17, 18], глад-
комышечными [19, 20] и эндотелиальными клетками 
[21, 22]. Урокиназа состоит из 411 аминокислотных 
остатков (молекулярная масса 53 кДа) [23] и секре-
тируется клетками в виде одноцепочечного белка 
(sc-uPA), состоящего из трех доменов: N-концевого 
«ростового» домена (РД), гомологичного по структу-
ре эпидермальному фактору роста (аминокислоты 
9–45), крингл-домена (КД, аминокислоты 45–134) 
и С-концевого протеолитического домена (ПД, ами-
нокислоты 144–411) (рис. 1). Функция «ростового» 
домена заключается в высокоаффинном взаимо-
действии с рецептором урокиназы на поверхности 
клеток [24]. Протеолитический домен осуществляет 
превращение плазминогена в плазмин и активацию 
некоторых факторов роста и матриксных металло-
протеаз [25]. Функция крингл-домена в настоящее 

время окончательно не выяснена, однако считается, 
что он принимает участие в стимуляции миграции 
клеток под действием урокиназы [26], стабилизирует 
взаимодействие урокиназы с рецептором [27], уча-
ствует в транспорте урокиназы в ядро [28]. 

Урокиназный рецептор uPAR/CD87 был впер-
вые идентифицирован как рецептор к активатору 
плазминогена урокиназного типа на поверхности 
моноцитов человека [29]. uPAR обнаружен также 
на эндотелиальных клетках [30], нейтрофилах [31], 
гладкомышечных клетках [32], клетках трофобла-
ста плаценты [33], а также на клетках различных 
опухолевых линий [34–37]. uPAR/CD87 сверхэк-
спрессируется клетками крови при воспалении [38, 
39]. uPAR, принадлежащий к семейству Ly-6 [40], 
представляет собой одноцепочечный высокоглико-
зилированный белок [41], закрепленный на мембране 
клетки посредством гликозилфосфатидилинозито-
ла, ковалентно связанного с третьим, С-концевым, 
доменом рецептора [42]. uPAR имеет молекулярную 
массу 55–60 кДа и состоит из 313 аминокислотных 
остатков, образующих три структурно гомологичных 
домена [43]. Первый домен рецептора играет основ-
ную роль в связывании с урокиназой и взаимодей-
ствует с ее «ростовым» доменом. Методом кристал-
лографии показано, что при связывании с лигандом 
урокиназный рецептор приобретает более компакт-
ную форму, так как при его взаимодействии с уро-
киназой происходит сближение первого и третьего 
доменов рецептора. Одним из важных процессов, 
регулирующих функцию uPAR, является протео-
литическое расщепление между первым и вторым 
доменами (рис. 2) такими протеазами, как плазмин, 
матриксные металлопротеазы и сама урокиназа 
[44, 45]. После расщепления uPAR теряет способ-
ность связывать урокиназу, но приобретает возмож-
ность регулировать миграцию клеток независимо 
от нее [46]. Как полноразмерная, так и расщеплен-
ные формы (c-uPAR) урокиназного рецептора могут 
удаляться с поверхности мембраны под действием 

Рис. 1. Схематическое изображение структуры уро-
киназы

Ростовой 
домен

Крингл-домен

Протеолитический 
домен
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протеаз или фосфолипазы С, специфичной к глико-
зилфосфатидилинозитолу [47–52]. При этом обра-
зуются «растворимые» формы рецептора – полно-
размерная (su-uPAR) и расщепленная/урезанная 
(su-c-uPAR), которые циркулируют в плазме кро-
ви и служат маркерами некоторых воспалительных 
или иммунологических заболеваний. Важно отме-
тить, что «растворимая» расщепленная/урезанная 
форма урокиназного рецептора является сильным 
хемоаттрактантом для клеток (нейтрофилов, моно-
цитов, макрофагов), экспрессирующих рецепторы 
к бактериальному пептиду N-формил-метионил-
лейцил-фенилаланину (fMLP) [53, 54]. 

Высокий уровень протеолитической активности 
урокиназы может оказаться губительным для кле-
ток. В качестве механизмов, регулирующих уровень 
внеклеточного протеолиза, клетки синтезируют 
специфические белковые ингибиторы активаторов 
плазминогена – PAI-1, PAI-2, протеазный нексин-1 
и инактиватор белка С [55–58]. Они относятся к груп-
пе аргинин-серпиновых ингибиторов. Суть их взаи-
модействия с ферментом заключается в имитации 
субстрата, что приводит к стабильному связыванию 
с двухцепочечной формой фермента путем обра-
зования ковалентного комплекса фермент–инги-
битор в стехиометрии 1 : 1 и его инактивации [59]. 
Взаимодействие с одноцепочечной формой уроки-
назы не приводит к формированию ковалентного 
комплекса. PAI-1 представляет собой одноцепочеч-
ный гликопротеин массой около 45–50 кДа. После се-
креции PAI-1 быстро инактивируется в результате 
конформационных перестроек и становится неспо-
собным связываться с урокиназой. Для активации 
ингибитора необходимо взаимодействие неактивной 
молекулы PAI-1 с физиологическими кофактора-

ми – белком внеклеточного матрикса витронектином 
или гепарином [60]. Иммобилизованный на матрик-
се PAI-1, в отличие от его свободной формы, может 
долгое время оставаться активным [61]. Активная 
форма PAI-1 взаимодействует как со свободной уро-
киназой, так и со связанной со своим рецептором, 
ингибируя процессы внеклеточного протеолиза [62]. 
Одноцепочечная неактивная форма урокиназы, об-
ладающая незначительной протеолитической ак-
тивностью, также ингибируется PAI-1, но с гораздо 
меньшей скоростью [63]. Активность PAI-1 может 
регулироваться несколькими способами. Урокиназа 
способна расщеплять и инактивировать PAI-1 [64]. 
Кроме того, при связывании PAI-1 с uPA/uPAR об-
разуется тройной комплекс, который немедленно 
интернализируется клетками [65, 66]. Этот процесс 
запускается при взаимодействии тройного комплекса 
с эндоцитирующими рецепторами семейства рецеп-
тора липопротеинов низкой плотности. В образовав-
шихся эндосомах урокиназа и PAI-1 деградируют 
в лизосомах, а uPAR и эндоцитирующий рецептор 
возвращаются на поверхность клетки, при этом ини-
циируется внутриклеточная сигнализация и пере-
стройка цитоскелета. Таким образом, помимо способ-
ности регулировать протеолитическую активность, 
PAI-1 вовлечен в регуляцию процессов миграции 
и адгезии клеток.

Ингибитор урокиназы PAI-2 представляет собой 
одноцепочечный гликопротеин с молекулярной мас-
сой 47 кДа [67]. Его способность ингибировать уроки-
назу намного меньше, чем у PAI-1. Так, константа 
связывания урокиназы, взаимодействующей с ре-
цептором, с PAI-1 в 15 раз больше, чем с PAI-2 [63]. 
Долгое время считалось, что ингибирование уроки-
назы является основной функцией PAI-2. Однако 
оказалось, что только небольшое количество вновь 
синтезированного ингибитора секретируется в виде 
гликозилированного полипептида во внеклеточное 
пространство [68]. Основная часть остается внутри 
клеток и выполняет функцию защиты от апопто-
за, индуцированного фактором некроза опухоли-α 
(TNF-α) [69, 70], а также регулирует уровень секре-
ции интерферона-α/β [71]. Секретируемая форма 
PAI-2 участвует в регуляции процессов фибриноли-
за и перестройки тканей. Цитозольная форма PAI-2 
играет важную роль во внутриклеточном протеолизе, 
вовлеченном в регуляцию процессов апоптоза и вос-
паления. 

УРОКИНАЗНАЯ СИСТЕМА И ГЕМОПОЭТИЧЕСКИЕ 
СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ КОСТНОГО МОЗГА
Костный мозг содержит популяцию гемопоэтических 
стволовых клеток (ГСК), способных к самообновле-
нию и дифференцировке во все форменные элемен-
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зы

P-
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форма uPAR

Растворимые  
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Урезанные мембранно-связанные 
формы uPAR
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Рис. 2. Действие протеаз и фосфолипаз приводит к об-
разованию «урезанных» мембранно-связанных и рас-
творимых форм урокиназного рецептора
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ты крови и некоторые клетки других типов. В кост-
ном мозге ГСК экспрессируют на своей поверхности 
uPAR и локализуются в «клеточных нишах», основу 
которых составляют остеобласты, эндотелиальные 
клетки и мезенхимальные стволовые клетки [72, 73]. 
Эти клетки являются малодифференцированными 
и характеризуются низким уровнем пролиферации/
апоптоза за счет остановки клеточного цикла в фазе 
G0/G1. Однако у мышей, лишенных uPAR, ГСК ак-
тивно вступают в клеточный цикл, дифференциру-
ются и выходят в системный кровоток, что приводит 
к сокращению их пула и указывает на роль рецеп-
тора урокиназы в поддержании низкодифференци-
рованного состояния ГСК [74]. Наряду с этим, uPAR 
определяет посттрансплантационную выживаемость 
ГСК и эффективность восстановления гемопоэза [74]. 
ГСК, полученные от трансгенных мышей uPAR-/- 
и трансплантированные спленэктомированным мы-
шам дикого типа после радиационного облучения (9.5 
Гр), имели сниженные показатели интеграции в кост-
ный мозг и выживаемости на протяжении 2 недель 
наблюдения в сравнении с ГСК мышей дикого типа. 
Одним из возможных молекулярных механизмов 
указанных эффектов может быть взаимодействие 
uPAR с интегринами, в частности с α4β1-интегрином, 
который регулирует миграцию и адгезию ГСК 
к фибронектину и VCAM-1 во время их хоуминга 
и приживления в костном мозге [74–78]. Известно, 
что функция интегрина α4β1 зависит от интактно-
го uPAR, так как только интактный урокиназный 
рецептор взаимодействует с интегринами [79, 80]. 
Протеолитическое расщепление uPAR с удалени-
ем D1-домена снижает α4β1-опосредованную кле-
точную адгезию [81]. При отсутствии урокиназного 
рецептора у трансгенных мышей нарушается опос-
редованная интегрином α4β1 адгезия ГСК в костном 
мозге, что, вероятно, приводит к нарушению их ин-
теграции в ткань костного мозга. Определенную роль 
в процессе высвобождения ГСК из костного мозга мо-
гут играть растворимые формы урокиназного рецеп-
тора (su-uPAR), уровень которых значительно воз-
растает в плазме крови во время мобилизации ГСК 
гранулоцитарно-колониестимулирующим фактором 
(G-CSF) [82, 83]. su-uPAR может способствовать ми-
грации ГСК в кровоток как напрямую, так и косвен-
но, путем подавления активности рецептора CXCR4, 
отвечающего за удержание клеток в нише костного 
мозга. В экспериментах in vivo показано, что пепти-
ды, разработанные на основе «расщепленной/уре-
занной» формы su-c-uPAR, способны индуцировать 
выход мышиных CD34+ ГСК из костномозговых депо 
в той же степени, что и G-CSF [82]. 

Таким образом, урокиназный рецептор обеспечи-
вает как поддержание ГСК в состоянии покоя в нише 

костного мозга, так и регулирует их высвобождение 
из ниши, вероятно, посредством нескольких меха-
низмов, включающих взаимодействие с интегринами 
и прямое хемотактическое действие. 

УРОКИНАЗНАЯ СИСТЕМА И ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫЕ 
ПРОГЕНИТОРНЫЕ КЛЕТКИ
В основе патогенеза многих сердечно-сосудистых за-
болеваний лежит дисфункция и повреждение эндо-
телиального слоя сосудистой стенки, выполняющего 
важную роль в регуляции функционирования сер-
дечно-сосудистой системы. Репарация эндотелиаль-
ного слоя и постнатальный васкулогенез [84] обеспе-
чиваются за счет циркулирующих эндотелиальных 
прогениторных клеток (ЭПК), высвобождающихся 
из костномозговых ниш. 

При повреждении сосуда активируются син-
тез и секреция широкого спектра цитокинов и хе-
мокинов (VEGF, IGF2, MCP-1 IL-8, брадикинин, 
MIF, SDF-1 и др.), создающих градиент внутри со-
судистой стенки и способствующих хоумингу ЭПК 
в область повреждения за счет механизмов адге-
зии и трансэндотелиальной миграции. Известно, 
что урокиназная система участвует в регуляции 
процессов ангио-артериогенеза при ишемии и воспа-
лении [85–87], в частности, регулируя направленную 
миграцию ЭПК [88, 89], экспрессирующих высокие 
уровни uPA и uPAR [90]. Причем в отсутствие сти-
муляции рецептор урокиназы в ЭПК локализует-
ся на липидных рафтах и отсутствует в кавеолах, 
но при стимуляции VEGF в них повышается экс-
прессия кавеолина-1 и uPAR, происходит сборка ка-
веол и интернализация в них uPAR [91]. Нарушение 
сборки кавеол в ЭПК путем обработки метил-бета-
циклодекстрином (β-MCD) или ингибированием ка-
веолина-1 не вызывает перераспределения uPAR 
на клеточной мембране, в то же время подавление 
экспрессии uPAR нарушает нормальную органи-
зацию кавеолы. Эти данные указывают на участие 
uPAR в организации сборки кавеолярных рафтов в 
ЭПК, что может определять поведение этих клеток 
в сосудистой стенке [92]. Так, инициирующим собы-
тием в миграции/дифференцировке ЭПК является 
стимуляция кавеолинзависимого фосфорилирова-
ния ERK1/2 под действием VEGF, а целостность 
кавеолы влияет на ангиогенные свойства ЭПК [93]. 
VEGF повышает экспрессию кавеолина-1 и uPAR 
в ЭПК и запускает перераспределение uPAR в каве-
олах, что увеличивает инвазию ЭПК и способствует 
морфогенезу капилляров. Подавление экспрессии 
uPAR с помощью антисмысловых олигонуклеоти-
дов нарушает образование кавеолы, подавляет ин-
вазию ЭПК и капиллярогенез [93]. Таким образом, 
образование кавеолярного uPAR считается крити-
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ческим шагом в реализации ангиогенных свойств 
ЭПК. Секреция uPA и предшественника матрикс-
ной металлопротеазы-2 (про-MMP-2) также возрас-
тает в ЭПК при стимуляции VEGF или TNF-α [93], 
а ингибирование uPA или uPAR моноклональными 
антителами значительно уменьшает пролиферацию, 
миграцию и формирование этими клетками капил-
ляроподобных структур in vitro [93, 94]. Недавно 
было показано, что определенная роль в регуляции 
миграции ЭПК принадлежит аутофагии [95], которая 
через сигнальный путь mTOR-P70S6K регулиру-
ет экспрессию uPA и матриксных металлопротеаз, 
осуществляющих протеолиз белков внеклеточного 
матрикса, необходимый для миграции ЭПК в зону 
повреждения. Таким образом, имеющиеся данные 
свидетельствуют о круциальной роли урокиназы 
и ее рецептора в обеспечении хоуминга в повреж-
денный сосуд и ангиогенных свойств циркулирую-
щих эндотелиальных прогениторных клеток. 

УРОКИНАЗНАЯ СИСТЕМА И ПРОГЕНИТОРНЫЕ 
КЛЕТКИ ПОПЕРЕЧНО-ПОЛОСАТОЙ МЫШЕЧНОЙ 
ТКАНИ
Сателлитные клетки (СТК) формируют стабиль-
ный самообновляющийся пул в скелетных мышцах 
взрослого организма. Более четырех десятилетий на-
зад с помощью электронной микроскопии было по-
казано, что стволовые клетки поперечно-полосатой 
мышцы представляют собой одноядерные клетки, 
расположенные между сарколеммой мышечного во-
локна и базальной пластинкой, которая окружает 
это волокно [96]. Такое анатомическое расположе-
ние выступает в качестве основы «клеточной ниши», 
в которой сателлитные клетки могут поддержи-
ваться в состоянии покоя или активироваться, де-
литься и дифференцироваться в ответ на внешние 
стимулы, связанные с ростом и восстановлением 
мышц. Активированные СТК вступают в деление 
и дают начало миогенным клеткам-предшественни-
кам – скелетным миобластам [97]. Миобласты начи-
нают экспрессировать миогенные транскрипционные 
факторы – MyoD, Myf5, MRF4, миогенин и другие 
мышечные белки, секретируют uPA, PAI-1 и экспо-
нируют на поверхности uPAR, сливаясь, образуют 
«мышечные трубки» – будущие мышечные волок-
на [98, 99]. Урокиназная система вовлечена в реге-
нерацию поперечно-полосатой мускулатуры путем 
регуляции функций СТК и скелетных миобластов. 
Показано, что для инициации миграции СТК, их 
дифференцировки и слияния с предсуществующи-
ми миотубами необходимо связывание uPA с рецеп-
тором. Блокирование этого связывания антителами 
ингибирует миграцию культивированных миобластов 
G8-1 и подавляет их способность к миогенной диф-

ференцировке [100]. Последнее может быть обуслов-
лено подавлением экспрессии миогенина и MyoD, 
наблюдаемом при блокировании связывания uPA 
c uPAR [101]. 

Процесс регенерации скелетных мышц регули-
руется балансом между uPA и PAI-1, который мо-
жет влиять на этот процесс при помощи нескольких 
механизмов, включающих запуск внутриклеточной 
сигнализации при связывании урокиназы с рецеп-
тором [99] и модуляцию эффектов факторов роста, 
в частности, FGF-2 [102]. Наконец, uPA необходи-
ма для обеспечения процесса слияния миобластов, 
при котором ее экспрессия в этих клетках много-
кратно возрастает. Антитела, блокирующие катали-
тическую активность uPA или взаимодействие uPA 
с uPAR, полностью ингибируют процесс слияния 
и образование мышечных трубок [103, 104]. Таким 
образом, uPA регулирует пролиферацию, миграцию 
и слияние миобластов. Механизмы, лежащие в осно-
ве этой регуляции, не могут быть объяснены только 
протеолитической функцией uPA и требуют допол-
нительных исследований. 

УРОКИНАЗНАЯ СИСТЕМА И МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЕ 
СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ
Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) обнару-
жены практически во всех органах и тканях. Вместе 
с белками внеклеточного матрикса МСК формиру-
ют микроокружение резидентных стволовых клеток 
в тканевых клеточных нишах [105]. Они регулируют 
репарацию тканей, модулируя свойства стволовых 
и иммунных клеток, их хоуминг, за счет секреции 
широкого спектра биологически активных факто-
ров и высвобождения внеклеточных везикул, пере-
носящих в клетки-реципиенты не только белковые 
факторы, но и регуляторные микроРНК [106]. Одним 
из важнейших свойств МСК является способность 
стимулировать ангиогенное поведение эндотелиаль-
ных клеток (ЭК) как посредством паракринных эф-
фектов, так и через прямые контакты в составе со-
судистой клеточной ниши [107, 108]. В большинстве 
тканей МСК располагаются в стенке сосудов в пери-
эндотелиальном и супраадвентициальном компар-
тментах [109]. Расположенные периэндотелиально 
МСК способны через поры в базальной мембране 
прямо взаимодействовать с эндотелиальными клет-
ками, регулируя их функции посредством прямых 
контактов и секреторных механизмов. Определенная 
роль в этой регуляции принадлежит урокиназной си-
стеме. МСК, выделенные из костного мозга и жиро-
вой ткани, экспрессируют uPAR и секретируют uPA 
и PAI-1 [110, 111]. Однако в зависимости от ткане-
вой принадлежности МСК их роль в ремоделирова-
нии ВКМ в процессе формирования сосудистой сети 
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различна. В наших исследованиях и работах других 
научных групп показано, что МСК костного мозга и 
жировой ткани при сокультивировании с эндотели-
альными клетками стимулируют формирование ими 
сосудоподобных структур за счет разных механиз-
мов [111, 112]. МСК из костного мозга ремоделиру-
ют матрикс в процессе ангиогенеза через мембран-
но-связанные металлопротеазы, а МСК из жировой 
ткани (МСК ЖТ) – через активацию плазминогена 
урокиназой [111, 112]. Исследуя в модельных экспе-
риментах in vitro роль урокиназной системы в обе-
спечении регуляторных эффектов МСК ЖТ на фор-
мирование сосудистой сети клетками эндотелия, 
мы показали, что для стимуляции формирования 
сосудистых структур ЭК в отсутствие экзогенного 
ВКМ необходимы прямые контакты с МСК, а также 
обнаружили значительное возрастание экспрессии 
рецептора урокиназы на поверхности ЭК при со-
культивировании с МСК ЖТ. Последнее оказалось 
круциальным для стимулированного МСК ангиоге-
неза, так как ингибирующие uPAR антитела дозо-
зависимо подавляли капиллярогенез [111]. Другие 
компоненты урокиназной системы также играли су-
щественную роль в регуляции ангиогенного поведе-
ния клеток эндотелия мезенхимальными стволовыми 
клетками, так как ингибиторы компонентов уроки-
назной системы (амилорид, белок RAP – антагонист 
LRP) также подавляли ангиогенез, стимулированный 
МСК ЖТ [113]. Эти результаты позволяют предпола-
гать, что в сосудистой клеточной нише урокиназная 
система играет важную роль в регуляции ангиоген-
ного поведения эндотелиальных клеток. Кроме того, 
в процессе формирования сосудистой сети и особенно 
в процессе ее стабилизации важная роль принадле-
жит перицитам, которые рассматриваются как сосу-
дистые МСК [114]. Урокиназная система регулирует 
направленную миграцию муральных клеток сосудов 
[115, 116] и МСК. В модельных экспериментах in vi-
tro uPA повышала спонтанную миграцию МСК, ин-
дуцируя секрецию ими матриксной металлопротеа-
зы 9, а также опосредовала миграцию на PDGF-BB, 
так как блокада взаимодействия uPA с антитела-
ми к uPAR полностью подавляла индуцированную 
PDGF-BB миграцию МСК [117]. Помимо этого, систе-
ма uPA/uPAR абсолютно необходима для запуска 
внутриклеточной сигнализации при индукции ми-
грации МСК костного мозга и жировой ткани PDGF-
AB [118], что свидетельствует о важной роли этой 
системы в регуляции направленного движения МСК, 
необходимого для их участия как в процессах роста 
сосудов, так и в других физиологических и патоло-
гических процессах [109]. Другой важный эффект 
активации урокиназной системы – регуляция диф-
ференцировки МСК. Показано, что внутриклеточные 

сигналы, поступающие от uPAR, регулируют диффе-
ренцировку МСК в адипогенном направлении [119] 
путем активации пути PI3K/Akt и в остеогенном 
направлении [120] – через опосредованные NF-kB 
механизмы.

Важным механизмом, регулирующим свойства 
клеток в тканевых нишах, является взаимодействие 
с белками внеклеточного матрикса. Синтезируя и 
ремоделируя матрикс посредством протеолити-
ческих механизмов, МСК способны регулировать 
поведение клеток в тканевой нише и собственные 
функции. Эти эффекты объясняются изменени-
ем плотности матрикса за счет его ремоделирова-
ния МСК, что имеет решающее значение для вы-
бора направления дифференцировки [121]. Можно 
предполагать, что, ремоделируя внеклеточный 
матрикс в тканевых нишах, МСК могут регулиро-
вать дифференцировочные свойства резидентных 
стволовых клеток, и эта регуляция осуществляется 
сигналами, влияющими на экспрессию рецептора 
урокиназы в МСК [73]. Кроме того, МСК секретиру-
ют урокиназу, которая запускает протеолитический 
каскад на поверхности клеток, что способствует 
высвобождению факторов роста, секвестрирован-
ных в матриксе, окружающем клетки, и вносящих 
свой вклад в регуляцию функций как самих МСК, 
так и других клеток микроокружения. Таким об-
разом, при помощи различных механизмов уро-
киназная система участвует в регуляции не толь-
ко собственных функций МСК, но и других клеток 
микроокружения, что может рассматриваться в ка-
честве перспективной мишени для воздействия на 
«клеточные ниши».

УРОКИНАЗНАЯ СИСТЕМА И ОПУХОЛЕВЫЕ 
СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ
Проведенные в последние годы исследования пока-
зали, что в опухолевой ткани присутствует популя-
ция опухолевых стволовых клеток (ОСК), которые 
отвечают за инициацию, распространение (мета-
стазирование) и рецидивирование опухолевого про-
цесса. Первоначально ОСК выявили в костном мозге 
при остром миелоидном лейкозе [122], а впоследствии 
и в большинстве солидных злокачественных опухо-
лей яичников [123], предстательной железы [124], 
поджелудочной железы [125], толстого кишечника 
[126], головного мозга [127] и др. ОСК обладают основ-
ными свойствами стволовых клеток, устойчивостью 
к лучевой и химиотерапии, способностью в короткие 
сроки формировать основные популяции опухоле-
вых клеток и восстанавливать клеточное микроокру-
жение даже после проведенного лечения. Роль уро-
киназной системы в развитии и метастазировании 
опухолей исследуется в течение нескольких десяти-
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летий, однако работ, посвященных именно стволовым 
клеткам опухоли, немного. Имеющиеся данные по-
зволяют рассматривать урокиназную систему в ка-
честве важного регулятора состояния и образования 
ОСК. Так, плазмидная сверхэкспрессия uPAR в ли-
ниях клеток MCF-7 и MDA-MB-468 рака молочной 
железы человека вызывала образование ОСК, име-
ющих характерный иммунофенотип CD24low/CD44high 
и содержащих маркеры «стволового фенотипа» – ин-
тегрин β1/CD29 и α6/CD49f [128]. Трансплантация 
суспензии таких клеток в жировую ткань молочной 
железы мышей SCID с иммунодефицитом приводи-
ла к выраженной интеграции трансплантата в ткани 
животного-реципиента и способствовала более высо-
кой частоте формирования первичных опухолевых 
очагов больших размеров, чем при трансплантации 
клеток, трансфицированных контрольными «пу-
стыми» плазмидами [128]. Это указывает на участие 
uPAR в формировании стволового фенотипа опухо-
левых клеток. Другой механизм регуляции пластич-
ности ОСК при участии uPAR – активация эпители-
ально-мезенхимального перехода (ЭМП). Результаты 
многочисленных исследований подтверждают, 
что запуск программы ЭМП в эпителиальных ОСК 
способствует приобретению ими промиграционного 
мезенхимального фенотипа, повышению экспрессии 
маркеров «стволового фенотипа», способствующих 
инициации опухолеобразования и метастазирования 
[129–131]. В условиях гипоксии uPAR способствует 
инициации ЭМП в культуре клеток рака молочной 
железы человека (MDA-MB-468), имеющих эпители-
альный фенотип, за счет активации различных сиг-
нальных механизмов, включая ERK1/2, PI3K/Akt, 
Src и Rac1 [132, 133]. Сохранение приобретенного 
мезенхимального фенотипа ОСК требует высоко-
го уровня экспрессии uPAR и полностью обратимо 
при подавлении его экспрессии, ингибировании вза-
имодействия uPA–uPAR и блокировании сигнализа-
ции PI3K, Src и ERK1/2 [132, 133]. Сформированные 
ОСК, экспрессирующие uPAR, могут находиться 
в тканях в состоянии покоя (в фазе G0/G1) в течение 
длительного времени, и восстановление пролифе-
рации/роста дормантного опухолевого очага может 
произойти через многие годы. Другой механизм уча-
стия урокиназной системы в развитии опухолей – 
прямая или опосредованная плазмином активация 
митогенов. Так, урокиназа активирует HGF, который 
секретируется фибробластами в виде одноцепочеч-
ного биологически неактивного предшественника 
и накапливается в межклеточном матриксе. При рас-
щеплении HGF урокиназой образуется активный 
белковый гетеродимер [134] – митоген, активирую-
щий пролиферацию многих клеток, включая ОСК. 
Другими промитогенными факторами, высвобождае-

мыми из матрикса и активируемыми с помощью уро-
киназы, являются FGF-2, VEGF189 и IGF-1 и TGF-β 
[135–138]. Активность uPA/uPAR в ОСК регули-
руется ингибиторами активаторов плазминогена – 
PAI-1/PAI-2 [139, 140]. Однако их действие на ОСК 
обусловлено не только способностью ингибировать 
активность урокиназы, но и возможностью взаимо-
действовать с витронектином, обеспечивающим «за-
крепление» клеток в опухолевых нишах. Связываясь 
с витронектином, PAI-1 предотвращает взаимодей-
ствие последнего с интегринами на поверхности ОСК 
и тем самым способствует выходу ОСК из опухоле-
вых ниш, регулируя их адгезию и миграцию. 

Несколько лет назад мы нашли принципиально 
новый сигнальный путь, посредством которого уро-
киназа регулирует приобретение «стволового фе-
нотипа» опухолевыми клетками и их устойчивость 
к действию цитотоксических агентов. В частности, 
мы впервые показали, что урокиназа транспорти-
руется в ядро [28], где связывается с транскрипци-
онными факторами (HOXA5, HHEX, Lhx-2), уча-
ствующими в регуляции «стволового фенотипа» 
и выживаемости опухолевых [141] и эндотелиаль-
ных [28] клеток. С помощью флуоресцентной имму-
ногистохимии мы выявили локализацию урокиназы 
в ядрах опухолевых клеток и эндотелиальных кле-
ток, ассоциированных с опухолью [142]. Механизм 
транспорта uPA в ядро изучен не до конца, но мы 
показали, что крингл-домен урокиназы необходим 
для ее транспорта в ядро. В осуществлении транс-
портировки урокиназы в ядро участвует нуклеолин 
(Nuс1), который связывается с ее крингл-доменом 
[28]. Нуклеолин, несмотря на свою преимуществен-
ную локализацию в ядре и ядрышках, способен цир-
кулировать между клеточной мембраной, цитоплаз-
мой и ядром и связывать различные классы белков. 
В частности, он участвует в транспортировке ряда 
секретируемых белков, таких, как FGF-1, FGF-2, 
мидкин, ламинин [143]. Нуклеолин признан одной 
из перспективных мишеней для противоопухолевой 
терапии [144], а ингибирование транспорта урокина-
зы в ядро может быть одним из механизмов такого 
эффекта [28]. Наши данные свидетельствуют о том, 
что урокиназный рецептор тормозит транспорт уро-
киназы в ядро, задерживая ее на поверхности клетки 
(В. Степанова, неопубликованные данные). Мы пред-
полагаем, что в опухолевых стволовых клетках, уро-
вень урокиназы в которых значительно повышен 
[142], урокиназа транспортируется преимущественно 
в ядро, чему способствует удаление первого домена 
или полноразмерного урокиназного рецептора с по-
верхности опухолевых клеток под действием протеаз 
или фосфолипазы С, специфичной к гликозилфосфа-
тидилинозитолу [47–52].
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Дальнейшие исследования должны быть направ-
лены на получение ответа на следующие вопросы: 
1) какая форма урокиназного рецептора (полнораз-
мерная или расщепленная между первым и вторым 
доменами) превалирует на поверхности опухолевых 
клеток, имеющих преимущественно «стволовой» фе-
нотип; 2) повышена ли скорость удаления урокиназ-
ного рецептора с поверхности ОСК; 3) повышена ли 
аккумуляция урокиназы в ядрах клеток, имеющих 
преимущественно «стволовой» фенотип. Эти иссле-
дования позволят, на наш взгляд, расширить пред-
ставления о роли урокиназной системы в регуляции 
функционирования опухолевых стволовых клеток 
и наметить мишени и способы влияния на их функ-
ции.

РОЛЬ КОМПОНЕНТОВ ФИБРИНОЛИТИЧЕСКОЙ 
СИСТЕМЫ В РЕГУЛЯЦИИ ФУНКЦИЙ СТВОЛОВЫХ/
ПРОГЕНИТОРНЫХ КЛЕТОК СЕРДЦА
Роль урокиназы в регуляции функций стволовых/
прогениторных клеток сердца начали изучать толь-
ко в самые последние годы. Показано, что эта систе-
ма, как и в опухолевых стволовых клетках, может 
контролировать эпителиально-мезенхимальный пе-
реход [145, 146], в результате которого образуются 
мультипотентные прогениторные клетки эпикарда, 
представляющие собой один из подтипов резидент-
ных прогениторных клеток сердца, участвующих 
в регенеративных процессах путем дифференци-
ровки в клетки сосудов и миокарда, паракринной 
секреции ростовых факторов, цитокинов, экзосом 
[147–150]. Опубликованы лишь единичные работы, 
посвященные роли урокиназной системы в репара-
тивных процессах в миокарде. Ранее мы показали, 
что экспрессия урокиназы значительно возрастает 
сразу после моделирования инфаркта у крыс, но че-
рез несколько дней опускается ниже исходного уров-
ня в неповрежденном миокарде (неопубликованные 
данные). Это позволило предположить, что увели-
чение экспрессии урокиназы в сердце после инфар-
кта может стимулировать репаративные процессы 
за счет активации факторов роста. Для проверки 
этого предположения мы использовали плазмидную 
экспрессию урокиназы в периинфарктной зоне серд-
ца крысы, которая способствовала значительной сти-
муляции репаративных/регенеративных процессов 
в сердце: неоваскуляризации, уменьшению размера 
инфаркта и постинфарктного фиброза [151]. Эти ре-
зультаты косвенно указывали на участие урокиназы 
в процессах постинфарктного восстановления серд-
ца, однако, механизмы этого участия пока не иден-
тифицированы.

Как известно, основным триггером, запускаю-
щим процесс постинфарктного ремоделирования, 

является гибель кардиомиоцитов, которая сопрово-
ждается развитием асептической воспалительной 
реакции, перераспределением белков внеклеточного 
матрикса и привлечением стволовых/прогенитор-
ных клеток в зону повреждения. В этом процессе 
наряду с другими компонентами внеклеточного ма-
трикса участвует витронектин. Однако, в отличие 
от большинства таких белков, синтезируемых клет-
ками сердца, витронектин образуется, главным об-
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Рис. 3. Урокиназная система модулирует состояние 
стволовых клеток в «клеточных нишах». Взаимодей-
ствие урокиназы с урокиназным рецептором спо-
собствует локализации протеолитической активности 
на поверхности клетки, что, в свою очередь, приводит 
к ремоделированию внеклеточного матрикса, необхо-
димому для поддержания микроокружения «клеточ-
ной ниши». Помимо активного участия в протеолизе, 
комплекс урокиназа–рецептор (1, 2) взаимодействует 
с важным белком внеклеточного матрикса – витронек-
тином, и способен солокализоваться внутри сигнально-
го комплекса с интегринами, рецепторами факторов 
роста и другими молекулами, что приводит к актива-
ции внутриклеточной сигнализации и, как следствие, 
к сохранению фенотипа стволовой клетки, а также 
к регуляции пролиферации/апоптоза и дифферен-
цировки. Протеолитическая активность урокиназы 
регулируется ингибиторами активаторов плазмино-
гена PAI-1 и PAI-2. При участии нуклеолина урокиназа 
может транспортироваться в ядро (3), что может 
приводить к запуску уникальной программы «само-
поддержания» или, наоборот, приводить к ослаблению 
адгезии, «выходу» клеток из ниши и запуску миграции 
в зону повреждения. Урокиназный рецептор может 
протеолитически расщепляться различными молекула-
ми (4), что лишает его способности связывать лиганды 
(uPA и витронектин), а также осуществлять взаимо-
действие с интегринами и активировать соответствую-
щие сигнальные механизмы
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разом, в печени, откуда попадает непосредственно 
в системный кровоток, а далее накапливается в зоне 
повреждения. Нами показано, что при практически 
полном отсутствии белка внеклеточного матрикса 
витронектина в неповрежденном миокарде его коли-
чество после инфаркта значительно увеличивается, 
а динамика накопления коррелирует с аккумуляцией 
в зоне инфаркта и периинфарктной зоне прогенитор-
ных клеток сердца (ПКС). Ранее с помощью иммуно-
гистохимического окрашивания мы выявили, что на 
поверхности ПКС в миокарде присутствует уроки-
назный рецептор, который сохраняется при культи-
вировании ПКС in vitro и может специфически свя-
зываться с витронектином [152, 153]. Причем ПКС, 
выделенные из миокарда мышей с нокаутом гена 
uPAR, значительно хуже адгезировали на витронек-
тин, чем такие же клетки, полученные из сердца мы-
шей дикого типа (ПКСWT). Кроме того, ингибирование 
урокиназного рецептора специфическими антитела-
ми на поверхности ПКСWT приводило к снижению их 
способности к адгезии и распластыванию на витро-
нектиновом матриксе [152]. Это позволило нам пред-
положить, что uPAR может выступать в качестве 
регулятора адгезионных свойств ПКС, что может 
быть определяющим фактором их накопления и ин-
теграции в зоне повреждения. Взаимодействие uPAR 
и витронектина может быть как независимым от ин-
тегринов, так и быть следствием активации различ-
ных интегринов [154], тем самым модулируя выбор 
матрикса для взаимодействия [155–157]. Выяснение 
роли uPAR и других компонентов урокиназной си-

стемы в регуляции эпителиально-мезенхимального 
перехода клеток эпикарда и механизмов их участия 
в регуляции взаимодействия ПКС с различными бел-
ками внеклеточного матрикса, их миграции, а также 
пролиферативных и дифференцировочных свойств 
составляет предмет наших дальнейших исследова-
ний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Стволовые клетки взрослого организма существуют 
в определенном микроокружении, контролирующем 
их способность к самообновлению, уровень проли-
ферации и дифференцировки, в так называемых 
«клеточных нишах». В «нишах» стволовые клет-
ки находятся в тесной связи с коммитированными 
клетками-предшественниками, со стромальными 
клетками, белками внеклеточного матрикса, взаимо-
действие с которыми регулирует поддержание состо-
яния покоя, оптимального метаболического профиля, 
низкодифференцированного состояния, а также про-
цессы дифференцировки и выхода стволовых кле-
ток из «ниши» после получения соответствующего 
стимула. Анализ результатов многочисленных ис-
следований позволяет утверждать, что урокиназ-
ная система выполняет координирующую функцию, 
реализуя специфические сигналы, поступающие 
от компонентов внеклеточного матрикса и окружаю-
щих клеток (рис. 3). Основные ее компоненты (uPAR 
и uPA) широко представлены в клетках, образую-
щих тканевые клеточные ниши, включая стволовые 
клетки и клетки микроокружения, а их подавление 
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приводит в большинстве случаев к снижению про-
лиферации, переходу стволовых клеток в состояние 
покоя, индукции апоптоза, а также к ингибированию 
инвазии, миграции и дифференцировки. Ингибиторы 
активаторов плазминогена, поддерживая оптималь-
ный уровень их активности, выполняют регулятор-
ные функции в отношении стволовых/прогенитор-
ных клеток: ограничивают внеклеточный протеолиз, 
обеспечивают выполнение специализированных 
функций прогениторных клеток путем ингибирова-
ния активности uPA, а также поддержание уровня 
конкурентного взаимодействия витронектина с ин-
тегринами, uPAR и рециркуляцию uPAR на поверх-
ности клеток. Влияние компонентов урокиназной 
системы на функции стволовых клеток обусловле-
но как дифференциальной регуляцией активности 
множества различных сигнальных молекул (рис. 4), 
так и прямым действием урокиназы в ядре, что мо-
жет приводить к запуску уникальной программы 
«самоподдержания» стволовых клеток или, наоборот, 
приводить к ослаблению адгезии, «выходу» клеток 
из ниши и активации их миграции в зону поврежде-
ния (рис. 5). Главенствующую роль в этом процессе, 
по-видимому, играет рецептор урокиназы, входящий 
в состав большого сигнального комплекса, состоя-

щего из множества белков как снаружи, так и вну-
три клетки, активация которого приводит к запуску 
внутриклеточной сигнализации. Возможно, именно 
состояние uPAR может быть эволюционно консер-
вативным ключом, определяющим молекулярные 
черты и удержание стволовых клеток в составе 
«клеточной ниши». Этот феномен может реализо-
ваться за счет протеолитического разрезания рецеп-
тора, что приводит к образованию «расщепленных/
урезанных» мембранно-связанных форм uPAR (c-
uPAR), а также растворимых форм урокиназного ре-
цептора (su-uPAR). c-uPAR, лишенный D1-домена, 
не способен связывать лиганды (uPA и витронектин), 
а также взаимодействовать с интегринами и акти-
вировать соответствующие сигнальные механизмы. 
В дополнение к этому растворимая форма su-uPAR 
может конкурировать с мембранно-связанной фор-
мой uPAR за связывание с лигандами, тем самым 
ограничивая поступление сигналов в клетку, вне-
клеточный протеолиз и адгезию. Такая высокоточ-
ная система регуляции стволовых клеток в составе 
«клеточных ниш» открывает новые возможности 
для разработки подходов к высокоспецифичному 
воздействию на эту систему. Выяснение механизмов, 
поддерживающих баланс пролиферации/апоптоза, 

Рис. 5. Участие урокиназной системы в регуляции миграции прогениторных клеток. Под воздействием специфи-
ческих сигналов, возникающих в «клеточной нише», происходит формирование промиграционного фенотипа 
прогениторной клетки, увеличивается продукция урокиназы, ее рецептора и ряда других факторов, необходи-
мых для клеточной миграции
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миграции и дифференцировки стволовых клеток, 
контролируемых компонентами урокиназной систе-
мы, представляет собой важную биологическую и ме-
дицинскую задачу, требующую скорейшего решения. 
Комбинированное таргетное воздействие, которое 
может включать в себя воздействие на систему uPA/
PAI/uPAR в отдельности или в сочетании с воздей-
ствием на мишени упомянутой системы, может иметь 
большие шансы на успех в плане повышения тера-

певтического потенциала стволовых/прогениторных 
клеток или воздействия на опухолевые стволовые 
клетки при злокачественных новообразованиях. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ № 17-15-01368, РФФИ № 18-015-00430 
(участие МСК в формировании «клеточных ниш» 
и регуляция их свойств с помощью компонентов 

урокиназной системы).
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РЕФЕРАТ Резистентность к антибиотикам развивается уже более 2 млрд лет и широко распространена 
среди микроорганизмов. Ключевую роль в формировании резистентности играют бактериальные фермен-
ты, классификация которых основана на участии в различных каталитических процессах: модификации 
ферментов, являющихся мишенями антибиотиков, и внутриклеточных мишеней, трансформации молекул 
антибиотиков и осуществлении реакций клеточного метаболизма. Основные механизмы развития рези-
стентности связаны с эволюцией суперсемейств бактериальных ферментов, обусловленной изменчивостью 
кодирующих их генов, совокупность которых получила название «резистом». Десятки тысяч ферментов 
и их мутантов, реализующих различные механизмы резистентности, образуют новое сообщество, назван-
ное «энзистом». Анализ структуры и функциональных особенностей ферментов – мишеней разных классов 
антибиотиков, позволит выработать новые стратегии преодоления резистентности.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА антибиотики, антибиотикорезистентность, классы ферментов, мутантные формы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АБП – антибактериальные препараты; АГМФ – аминогликозидмодифицирующие 
ферменты; БЛРС – β-лактамазы расширенного спектра; МБЛ – металло-β-лактамазы; МКЛС – макролиды, 
кетолиды, линкозамиды и стрептограмины; ПСБ – пенициллинсвязывающие белки; ААС – аминогликозид-
N-aцетилтрансферазы; АNT – аминогликозид-O-аденилилтрансферазы; APH – аминогликозид-O-
фосфотрансферазы; САТ – хлорамфеникол-ацетилтрансфераза; MPH – макролидные фосфотрансферазы; 
NAG – N-ацетилглюкозамин; NAM – N-ацетилмурамовая кислота; QRDR – область, детерминирующая 
устойчивость к хинолонам; SAM – S-аденозил-L-метионин.

ВВЕДЕНИЕ
Резистентность возбудителей инфекционных забо-
леваний к антибиотикам является глобальной про-
блемой биологии и медицины [1, 2]. Современные 
антибактериальные препараты (АБП) представляют 
самую большую группу фармацевтических препа-
ратов, включающую 16 классов соединений как при-
родного происхождения, так и химически синтезиро-
ванных (рис. 1).

Синтез антибиотиков существует в природе более 
2 млрд лет, и все это время у бактерий развиваются 
механизмы резистентности к их токсическому дей-
ствию. Резистентность может возникать как адаптив-
ный процесс, не связанный со структурой антибиотика, 
или развиваться как результат селекции устойчивых 
штаммов микроорганизмов под действием антибиоти-
ков. Под действием антропогенных факторов, связан-
ных с применением антибиотиков с середины ХХ века 
в медицине и особенно в сельском хозяйстве, механиз-
мы резистентности значительно эволюционировали, 
при этом существенно сократилось время появления 
устойчивости к новым препаратам [3, 4]. 

Роль бактериальных ферментов в формировании 
резистентности разнообразна и включает несколь-
ко основных механизмов (рис. 2) [5]. Ферменты, уча-
ствующие в процессах биосинтеза клеточной стен-
ки, синтезе нуклеиновых кислот и метаболитов, 
служат непосредственной мишенью антибиотиков. 
Механизмом резистентности являются структурные 
изменения этих ферментов. Другой механизм свя-
зан с ферментативной модификацией структурных 
элементов, на которые действуют антибиотики, на-
пример, модификация рибосом метилтрансферазами. 
Большая группа ферментов модифицирует или раз-
рушает структуру самих антибиотиков, инактиви-
руя их. В формировании резистентности участвуют 
также ферменты, катализирующие метаболические 
процессы, модифицирующие АБП в форме проле-
карств.

Бактериальные ферменты, определяющие рези-
стентность, входят, как правило, в состав больших 
суперсемейств, и многие из них произошли от фер-
ментов, изначально имевших другие функции [6]. 
Гены, ответственные за синтез этих ферментов и их 
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Рис. 1. Основные классы антибактериальных препаратов, их мишени и влияние на основные процессы жизнедея-
тельности бактериальной клетки

Рис. 2. Классы 
ферментов, 
участвующих 
в различных 
механизмах 
резистентности 
к АБП

мутационную изменчивость, часто локализованы 
на мобильных генетических элементах, что обеспе-
чивает быстрое распространение резистентности 
между микроорганизмами.

В обзоре представлены данные о функциональных 
особенностях основных классов и групп бактериаль-
ных ферментов, участвующих в реализации меха-
низмов резистентности бактерий к АБП. 
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БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ФЕРМЕНТЫ – МИШЕНИ АБП

Пенициллинсвязывающие белки
Пенициллинсвязывающие белки (ПСБ) играют 
ключевую роль в синтезе пептидогликана – ос-
новного компонента клеточных стенок бактерий, 
и являются мишенью действия β-лактамных анти-
биотиков. Пептидогликан представляет собой по-
лимер, состоящий из чередующихся остатков 
N-ацетилглюкозамина (NAG) и N-ацетилмурамовой 
кислоты (NAM) (рис. 3). Ко всем остаткам NAM при-
соединены пептиды из L-Ala, D-Glu, мезо-диами-
нопимелиновой кислоты или L-Lys и двух остатков 
D-Ala [7]. ПСБ связаны с внутренней мембраной 
клетки или находятся в свободном виде в цитоплазме 
[8, 9]. ПСБ делят на высокомолекулярные (> 50 кДа), 
состоящие из двух доменов, и низкомолекулярные 
(< 50 кДа). 

N-Концевой домен высокомолекулярных ПСБ 
катализирует реакции трансгликозилирования (по-
следовательное удлинение гликановых цепей присо-
единением NAG-NAM-пентапептида к гликановому 
остову, 1 на рис. 3), С-концевой домен – транспеп-
тидазные реакции (образование поперечных сши-
вок пептидных остатков двух гликановых цепей, 2 
на рис. 3). Низкомолекулярные ПСБ предотвращают 

образование поперечных сшивок в пептидогликане, 
они катализируют эндопептидазные (гидролиз пеп-
тидной связи, соединяющей две гликановые цепи, 3 
на рис. 3) и карбоксипептидазные (гидролиз связи 
в дипептиде D-Ala-D-Ala, 4 на рис. 3) реакции. 

С-Концевые домены всех ПСБ являются мишенью 
β-лактамных антибиотиков, которые составляют бо-
лее половины всех используемых АБП [10]. Эти анти-
биотики содержат β-лактамное кольцо, являющее-
ся структурным аналогом дипептида D-Ala-D-Ala, 
и поэтому действуют как конкурентные ингибито-
ры ПСБ. В результате взаимодействия карбонила 
β-лактамного кольца с гидроксильной группой сери-
на в активном центре ПСБ образуется неактивная 
ацилированная форма фермента. Необратимое инги-
бирование нарушает синтез клеточной стенки бакте-
рий [9, 10].

Основные причины резистентности грамполо-
жительных бактерий к β-лактамным антибиоти-
кам – мутации нативных ПСБ, их гиперпродукция 
и синтез новых ПСБ, малочувствительных к ингиби-
рованию β-лактамами [11]. В настоящее время угро-
жающим представляется распространение штаммов 
Staphylococcus aureus, устойчивых к метициллину 
и другим полусинтетическим пенициллинам и цефа-
лоспоринам [12]. Резистентность обусловлена экс-

Рис. 3. Структу-
ра пептидогли-
кана клеточной 
стенки бактерий 
и участие пени-
циллинсвязыва-
ющих белков 
в его синтезе: 
1 – транс-
гликозилаз-
ная реакция, 
2 – транспепти-
дазная реакция, 
3 – эндопепти-
дазная реакция, 
4 – карбокси-
пептидазная 
реакция



36 | ACTA NATURAE |  ТОМ 10  № 4 (39)  2018

ОБЗОРЫ

прессией в дополнение к четырем нативным ПСБ 
пятого фермента ПСБ2a, который характеризует-
ся низким сродством к β-лактамным антибиотикам 
и обладает только транспептидазной активностью. 
Механизм резистентности представлен на рис. 4: 
в отсутствие антибиотика в биосинтезе пептидогли-
кана участвуют оба домена высокомолекулярного 
ПСБ (А), в присутствии антибиотика у высокомо-
лекулярного ПСБ активным остается только глико-
зилтрансферазный домен, транспептидазный до-
мен ацилируется и не образует поперечные сшивки. 
У резистентного штамма транспептидазную актив-
ность проявляет приобретенный низкомолекуляр-
ный ПСБ2a (Б), что восстанавливает жизнеспособ-
ность клеток. 

Ферменты типа ПСБ2a кодируются генами mecА 
[13] или mecC [14]. Гены mecA и mecC вместе с ге-
нами, регулирующими их экспрессию (mecI, mecR1 
и mecR2), входят в состав мобильного генетического 
элемента «стафилококковой хромосомной кассеты 
mec» [15]. 

Белки, входящие в семейство ПСБ, ключевые 
для формирования клеточной стенки бактерий, яв-
ляются также предшественниками резистентно-
сти, обусловленной продукцией β-лактамаз (раздел 
«β-Лактамазы»). 

Топоизомеразы типа II: ДНК-гираза 
и топоизомераза IV
Топоизомеразы типа II включают ДНК-гиразу и то-
поизомеразу IV, которые катализируют изменения 
пространственной конфигурации молекулы ДНК 
в процессах репликации, транскрипции и деления 
клеток [16, 17]. ДНК-гираза и топоизомераза IV пред-
ставляют собой гетеротетрамерные ферменты: ДНК-
гираза состоит из двух субъединиц GyrА (97 кДа) 

и двух субъединиц GyrВ (90 кДа); топоизомераза 
IV состоит из двух субъединиц ParC (84 кДа) и двух 
ParE (70 кДа). Субъединицы GyrA и ParC образуют 
каталитические домены, участвующие в образова-
нии комплексов с молекулой ДНК для ее разрыва/
лигирования, субъединицы GyrB и ParE обладают 
АТР-азной активностью для энергообеспечения про-
цесса.

ДНК-гираза и топоизомераза IV служат мише-
нью хинолонов и их производных – фторхинолонов. 
Необходимым условием ингибирования является об-
разование комплекса ДНК с топоизомеразой типа II 
(рис. 5). Участок связывания антибиотика с фермен-
том в составе тройного комплекса получил название 
«хинолоновый карман» [17, 18]. 

Рис. 4. Роль пе-
нициллинсвязы-
вающих белков 
в резистент-
ности грампо-
ложительных 
бактерий 
к β-лактамным 
антибиоти-
кам. А – чув-
ствительный 
штамм, Б – 
резистентный 
штамм

Рис. 5. Схема структуры тройного комплекса топо-
изомераз типа II с ДНК и хинолонами (GyrA, GyrB – 
субъединицы гиразы, ParC, ParE – субъединицы 
топоизомеразы IV)
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Антибиотик нековалентно связывается с актив-
ным центром фермента, в результате чего продви-
жение фермента и, следовательно, репликационной 
вилки вдоль молекулы ДНК останавливается [19]. 
Формирование тройного комплекса хинолон–топои-
зомераза типа II–ДНК останавливает не только ре-
пликацию, но и транскрипцию, так как блокируется 
движение РНК-полимеразы по ДНК-матрице [20]. 
При этом в двухцепочечной молекуле ДНК формиру-
ются разрывы, что также обуславливает бактерицид-
ное действие хинолонов [21]. Хинолоны не действуют 
на топоизомеразы типа II млекопитающих вследствие 
их существенных отличий от топоизомераз бактерий.

Развитие резистентности к хинолонам связано, 
в первую очередь, со снижением эффективности их 
взаимодействия с комплексом ДНК–топоизомера-
за типа II вследствие мутаций в генах, приводящих 
к аминокислотным заменам в области «хинолоно-
вого кармана». Участки генов, в которых происхо-
дят мутации, получили название QRDR (quinolone 
resistance determining region – область, детерми-
нирующая устойчивость к хинолонам). Эти му-
тации локализованы у бактерий большей частью 
в N-концевой части субъединицы GyrA (участок 
между остатками 67–106 по нумерации Escherichia 
сoli) и/или субъединицы ParC (аминокислотные 
остатки 63–102) (на рис. 6 приведены мутации у бак-
терий E. coli), но могут также затрагивать субъеди-
ницы GyrB и ParE [18]. Степень снижения чувстви-
тельности к антибиотику зависит от типа мутации 
и формируется постепенно: сначала мутации воз-
никают в одном ферменте и только позже в другом. 
Замена одной аминокислоты в положении 67 субъе-
диницы GyrA у E. coli приводит к увеличению МПК 
всех фторхинолонов в 4 раза, в положении 81 той же 
субъединицы – в 8 раз, в положении 87 – в 16 раз, 
в положении 83 – в 32 раза [22]. У штаммов микро-
организмов с высоким уровнем резистентности к хи-

нолонам гены обеих субъединиц содержат несколько 
мутаций, при этом часто наблюдается синергический 
эффект. Так, при сочетании мутаций в положениях 
83 и 87 GyrA и в положении 80 ParC МПК фторхино-
лонов повышается уже более чем в 4000 раз [22]. 

ДНК-зависимая РНК-полимераза
Бактерицидное действие рифамицинов (рифам-
пицин, рифабутин) состоит в ингибировании ДНК-
зависимой РНК-полимеразы [23]. Этот фермент со-
стоит из пяти субъединиц: двух α (молекулярная 
масса каждой 35 кДа), β – (155 кДа), β’ – (165 кДа) 
и σ – (70 кДа). Четыре субъединицы ββ’αα образуют 
так называемый апофермент, обладающий катали-
тической активностью и осуществляющий все основ-
ные этапы транскрипции. Для начала транскрипции 
и распознавания промоторов бактериальных генов 
требуется образование холофермента, происходящее 
при присоединении регуляторной σ-субъединицы 
к апоферменту [24]. 

Р и ф а м и ц и н ы  с е л е к т и в н о  с в я з ы в а ю т с я 
с β-субъедини цей фермента вблизи главного кана-
ла и блокируют элонгацию зарождающейся цепи 
РНК. Возникновение резистентности к рифамици-
нам в большинстве случаев связано с мутациями 
в сравнительно небольшом фрагменте гена rpoB 
(кодоны 507–533), кодирующего β-субъединицу 
РНК-полимеразы. Наибольшим полиморфизмом ха-
рактеризуются мутации аминокислотных остатков 
в положениях 513, 516, 526 и 531 (рис. 7) [25]. 

Ферменты биосинтеза миколевых кислот
Миколевые кислоты – обобщенное название группы 
длинноцепочечных разветвленных жирных кислот, 
компонентов клеточной стенки микобактерий. Синтез 
миколевых кислот подавляют некоторые противо-
туберкулезные препараты – производные изонико-
тиновой кислоты (изониазид, этионамид и протиона-

Рис. 6. Аминокислотные мутации в области QRDR субъединиц GyrA и ParC топоизомераз типа II бактерий 
E. сoli, определяющие резистентность к хинолонам. Цветом выделены положения мутаций, сочетание которых 
вызывает синергический эффект
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мид) [25, 26]. Действие этих препаратов направлено 
на редуктазу белка-переносчика еноил-ацильного 
радикала InhA, которая входит в состав синтазы 
жирных кислот FAS-II. Она катализирует восстанов-
ление D

2
-нeнaсыщенных жирных кислот в насыщен-

ные с использованием кофактора NADРH в качестве 
донора водорода [27]. При нарушении синтеза мико-
левых кислот подавляется синтез клеточной стенки 
микобактерий.

Устойчивость к этим препаратам обусловлена 
мутациями в гене inhA, которые затрагивают про-
моторный участок оперона mabA–inhA, вызывая ги-
перпродукцию фермента, или последовательность, 
кодирующую фермент, что обуславливает снижение 
его аффинности к комплексу радикала изоникотино-
вой кислоты и NAD+ [28, 29]. 

БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ФЕРМЕНТЫ, МОДИФИЦИРУЮЩИЕ 
КЛЕТОЧНЫЕ МИШЕНИ АБП

рРНК-метилтрансферазы
Мишенью многих АБП являются бактериальные ри-
босомы [30]. Малая субъединица 30S состоит из 16S 
рРНК и 21 белка. Аминогликозиды связываются 
с 30S субъединицей с образованием водородных свя-
зей с азотистыми основаниями нескольких нуклео-
тидов 16S рРНК, что препятствует правильному свя-
зыванию аминоацил-тРНК с антикодоном и приводит 
к ошибкам в синтезе белка и последующей гибели 
клетки (рис. 8А). Некоторые аминогликозиды могут 
напрямую ингибировать инициацию или блокировать 
элонгацию полипептидной цепи [30, 31]. 

Один из механизмов резистентности к амино-
гликозидам – метилирование A-сайта 16S рРНК 
бактериальными 16S рРНК-метилтрансферазами, 
в результате чего антибиотики теряют способность 
связываться с рибосомой [32, 33]. Донором метильной 
группы для этих ферментов служит S-аденозил-L-
метионин (SAM). Описано 11 различных 16S рРНК-

метилтрансфераз, которых делят на две группы 
по типу модифицируемого нуклеотида в А-сайте. 
Первая группа ферментов (ArmA, RmtA, RmtB, 
RmtC, RmtD1, RmtD2, RmtE, RmtF, RmtG и RmtH) 
катализирует метилирование 16S рРНК по положе-
нию N-7 в нуклеотиде G1405 и обеспечивает рези-
стентность бактерий только к 4,6-дизамещенным 
аминогликозидам. Ко второй группе относится ме-
тилтрансфераза NmpA, которая метилирует нукле-
отид A1408 по положению N-1 и обеспечивает ре-
зистентность ко всем известным аминогликозидам, 
кроме стрептомицина и спектиномицина [31, 32]. 

Гены, кодирующие данные ферменты, локализо-
ваны в основном на конъюгативных плазмидах и/
или связаны с транспозонами, причем часто они сце-
плены с другими генами антибиотикорезистентно-
сти [34]. Наиболее распространены ферменты RmtB 
и ArmA. Продуценты RmtB выделены не только 
из клинических образцов возбудителей заболеваний 
человека, но и от домашних животных, что указы-
вает на вероятный механизм передачи детерминант 
резистентности от животных к человеку [33].

Действие макролидов, кетолидов, линкозамидов 
и стрептограмина В (группа МКЛС по названию со-
ставляющих ее препаратов) направлено на большую 
50S субъединицу рибосомы, содержащей 5S и 23S 
рРНК и 33 рибосомных белка. Несмотря на различия 
в структуре, эти антибиотики имеют общий участок 
связывания с 50S субъединицей в непосредствен-
ной близости от пептидил-трансферазного центра. 
При этом они закрывают рибосомный туннель – 
структурный элемент, расположенный в большой 
субъединице рибосомы. В результате этого взаимо-
действия пептидил-тРНК диссоциирует из рибосо-
мы, что приводит к нарушению транслокации, и син-
тез белка останавливается (рис. 8Б).

Один из механизмов устойчивости к препаратам 
МКЛС – продукция 23S pPHK-метилтрансфераз, 
которые катализируют посттранскрипционную мо-

Рис. 7. Аминокислотные 
мутации фрагмента 
RpoB β-субъединицы 
РНК-полимеразы, опре-
деляющие резистент-
ность к рифамицинам
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дификацию 23S рРНК, состоящую в метилировании 
А2058, расположенного в участке связывания анти-
биотика с рибосомой [35]. Донором метильной группы, 
как и у 16S рРНК-метилтрансфераз, является SAM. 
Перенос метильной группы с SAM на А2058 проходит 
в две стадии, включая промежуточное метилирова-
ние консервативного остатка цистеина в С-концевом 
домене метилтрансферазы [36]. Описано 39 генов, 
кодирующих 23S рРНК-метилтрансферазы, глав-
ным образом, у грамположительных микроорганиз-
мов. У Enterobacteriaceae известны как хромосомные 
гены, например, rlmAI, так и локализованные на мо-
бильных генетических элементах гены, кодирующие 
метилазы ErmB, ErmC, ErmD, ErmE, ErmF и Erm42. 
Известны конститутивный и индуцибельный типы 
экспрессии метилтрансфераз Erm. При консти-
тутивном типе синтез метилтрансферазы проис-
ходит постоянно и не зависит от внешних условий. 
Фенотипически это проявляется в устойчивости 
к макролидам, линкозамидам и стрептограминам В, 
кетолиды при этом сохраняют активность. При ин-
дуцибельном типе синтез метилтрансферазы про-

исходит только в присутствии МКЛС. В отсутствие 
индуктора регуляторная лидерная последователь-
ность мРНК-метилтрансферазы, расположенная 
перед кодирующей последовательностью, имеет 
конформацию шпильки и не позволяет осуществить 
синтез фермента. Взаимодействие индуктора с регу-
ляторной последовательностью мРНК приводит к ее 
перегруппировке, что вызывает синтез метилтранс-
феразы. 

Активно ведется поиск эффективных ингибито-
ров рРНК-метилтрансфераз, в качестве которых 
предложены ингибиторы SAM-связывающего цен-
тра ферментов, имитирующие молекулу-донор ме-
тильной группы и оказавшиеся неселективными [37], 
и соединения, блокирующие одновременно SAM-
связывающий и субстратсвязывающий центры фер-
ментов [38]. 

Ферменты, участвующие в модификации 
пептидогликана клеточной стенки бактерий 
Резистентность грамположительных бактерий 
к гликопептидным антибиотикам (ванкомицину 
и тейкопланину) обусловлена продукцией фермен-
тов (дигидрогеназы, сериновой рацемазы, лигазы), 
катализирующих модификацию пептидогликана 
[11]. Данные антибиотики представляют собой вы-
сокомолекулярные соединения, состоящие из глико-
зилированных циклических или полициклических 
пептидов. Они образуют комплекс с терминальным 
дипептидом D-Ala–D-Ala пептидогликана, стабиль-
ный за счет образования пяти водородных связей, 
и предотвращают реакции трансгликозилирования 
и транспептидирования в клеточной стенке (рис. 3) 
[39]. Резистентность к ним обеспечивается заменой 
последнего аминокислотного остатка D-Ala пептидо-
гликана на D-Lac или D-Ser, при этом уменьшается 
сродство терминального дипептида к антибиотику 
на три порядка для D-Ala-D-Lac и на два порядка 
для D-Ala-D-Ser [40]. Обнаружены девять оперонов, 
определяющих устойчивость энтерококков к гли-
копептидным антибиотикам [41, 42]. Опероны vanA, 
vanB, vanD и vanM обеспечивают синтез предше-
ственников пептидогликана с C-концевым дипепти-
дом D-Ala-D-Lac, опероны vanC, vanE, vanG, vanL 
и vanN – с C-концевым дипептидом D-Ala-D-Ser 
[42]. Экспрессия продуктов перечисленных оперонов 
носит индуцибельный характер [43]. Детерминанты 
устойчивости к гликопептидным антибиотикам чаще 
локализуются на плазмидах, однако могут входить 
и в состав хромосомы. 

Фосфоэтаноламинтрансферазы
Полимиксины (колистин) действуют на липополи-
сахариды наружной мембраны грамотрицательных 

Рис. 8. Взаимодействие аминогликозидов (А) и анти-
биотиков группы МКЛС (Б) с рибосомой и их влияние 
на синтез белка

А

Б
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бактерий. Основой структуры данных АБП является 
положительно заряженный циклический полипеп-
тид, механизм действия которого сходен с механиз-
мом катионных детергентов. Молекулы полимикси-
нов взаимодействуют с отрицательно заряженными 
фосфатными группами липополисахаридов, что ней-
трализует заряд мембраны и изменяет ее проница-
емость для внутри- и внеклеточных компонентов. 
Главный механизм резистентности к полимиксинам 
связан с закрытием канала проникновения антибио-
тика в клетку, которое происходит при модификации 
липида А – компонента липополисахаридов фосфо-
этаноламином, катализируемой фосфоэтаноламин-
трансферазой (рис. 9) [44]. Ген, кодирующий данный 
фермент, имеет хромосомную локализацию. Недавно 
кодирующий фосфоэтаноламинтрансферазу ген 
mcr-1 был обнаружен на плазмидах [45]. Развитие 
резистентности этого типа связано с возникновением 
мутаций в генах фосфоэтаноламинтрансфераз [46]. 

БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ФЕРМЕНТЫ, МОДИФИЦИРУЮЩИЕ 
АБП
Одним из наиболее распространенных механизмов 
резистентности с участием ферментов является раз-
рушение или модификация структуры антибиотика. 
По типу катализируемых реакций ферменты, опре-
деляющие данный механизм резистентности, делят-
ся на гидролазы, трансферазы и оксидоредуктазы 
(рис. 10). Структуры основных классов АБП и пози-
ции их ферментативной модификации представлены 
на рис. 11. 

Гидролазы 
Среди ферментов, катализирующих гидролиз анти-
биотиков, наиболее распространены β-лактамазы 
и макролидные эстеразы, разрушающие β-лактамы 
и макролиды соответственно. Этот же механизм 
определяет резистентность к фосфомицину и хло-
рамфениколу [5, 47]. 

β-Лактамазы
β-Лактамазы гидролизуют амидную связь 
в β-лактамном кольце, общем структурном элементе  
всех β-лактамных антибиотиков (пенициллины, це-
фалоспорины, карбапенемы и монобактамы). Они об-
разуют суперсемейство ферментов, состоящее к на-
стоящему времени из более чем 2000 представителей 
[47]. На основании гомологии аминокислотных после-
довательностей β-лактамазы разделяются на четыре 
молекулярных класса [48]. Ферменты классов A, C 
и D являются сериновыми гидролазами, ферменты 
класса B – металлоферментами. 

Сериновые β-лактамазы имеют структурные 
элементы, сходные с С-доменом ПСБ, что свиде-

тельствует об их эволюционной взаимосвязи [49]. 
Эволюция β-лактамаз развивается по двум основным 
механизмам – появлению новых мутаций в генах из-
вестных ферментов и возникновению ферментов 
с новой структурой. Высокая скорость мутирования 
β-лактамаз и локализация их генов на мобильных 
генетических элементах способствуют быстрому 
распространению устойчивых бактерий, что пред-
ставляет глобальную угрозу [50]. К настоящему вре-
мени обнаружены бактерии, имеющие одновременно 
до восьми генов β-лактамаз [51].

Наиболее распространены β-лактамазы класса А – 
типа CTX-M, TEM, SHV и КPC [51]. Особенностью 
β-лактамаз типа ТЕМ и SHV является их мутаци-
онная изменчивость. Ключевые мутации в активном 
центре приводят к увеличению объема фермента 
и к появлению способности гидролизовать объемные 
молекулы цефалоспоринов II–IV поколения [52]. Эти 
мутантные формы получили название β-лактамаз 
расширенного спектра (БЛРС). Некоторые мутации 
аминокислотных остатков, расположенных на уда-
лении от активного центра, являются компенсиру-
ющими и могут иметь разнонаправленное действие 
на стабильность [53, 54].

β-Лактамазы класса С эффективно гидролизуют 
цефалоспорины. Изначально этот класс был пред-

Рис. 9. Схема модификации фосфоэтаноламинтранс-
феразой липида А – компонента липополисахаридов 
наружной клеточной мембраны

Рис. 10. Основные классы ферментов, модифицирую-
щих АБП
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Рис. 11. Структуры основных классов АБП и модифицирующие их ферменты
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ставлен ферментами, которые кодируются хромо-
сомными генами и имеют индуцибельный тип экс-
прессии. Затем были обнаружены ферменты, гены 
которых локализованы на мобильных элементах [55]. 

β-Лактамазы класса D включают β-лактамазы 
типа ОХА и являются самыми структурно разно-
образными среди сериновых β-лактамаз. 

Молекулярный класс В представляет собой гете-
рогенное семейство металло-β-лактамаз (МБЛ) [56]. 
Они содержат в активном центре один или два иона 
цинка, гидролизуют практически все β-лактамные 
антибиотики, кроме монобактамов, ингибируются хе-
латирующими агентами (EDTA, дипиколиниковая 
кислота и о-фенантролин). Появление новых вариан-
тов МБЛ (например, карбапенемаз NDM-типа) и их 
совместная экспрессия с сериновыми β-лактамазами 
приводят к появлению бактерий, резистентных 
ко всем β-лактамным антибиотикам [57].

Для преодоления резистентности, обусловлен-
ной продукцией β-лактамаз, активно ведется поиск 
ингибиторов данных ферментов [58, 59]. В клиниче-
ской практике для ингибирования ферментов клас-
са А активно используются комбинации β-лактамов 
с клавулановой кислотой, сульбактамом и тазобак-
тамом, которые содержат в структуре β-лактамное 
кольцо, образуют более стабильный ацил-фермент-
ный комплекс и имеют низкую скорость деацилиро-
вания. К новейшим ингибиторам, имеющим струк-
турную аналогию с β-лактамами, но не содержащим 
β-лактамное кольцо, относятся диазабициклоокта-
ны (авибактам и MK-7655), образующие карбамил-
ферментные комплексы с участием каталитического 
серина, которые далее подвергаются медленной об-
ратимой рециклизации с освобождением молекулы 
ингибитора. Эти ингибиторы показали свою эффек-
тивность в отношении β-лактамаз классов А, С и ча-
стично D. Активно исследуются производные бор-
ных кислот, способные ингибировать карбапенемазы 
класса А. Особое внимание уделяется поиску ингиби-
торов МБЛ, но ни один из них пока не используется 
на практике [60]. 

Макролидные эстеразы
Резистентность к 14- и 15-членным макролидам 
(эритромицину, азитромицину и др.) обусловле-
на продукцией эстераз, катализирующих гидролиз 
лактонового кольца [35, 61]. Макролиды, содержа-
щие 16-членные кольца, не являются субстратами 
данных ферментов. Наибольшее клиническое значе-
ние имеют эритромицинэстеразы EreA и EreB. EreA 
имеет более ограниченный профиль субстратной 
специфичности, она не гидролизует азитромицин 
и телитромицин. Это металлозависимый фермент, 
активность которого ингибируется хелатными аген-

тами. EreB обеспечивает резистентность практиче-
ски ко всем 14- и 15-членным макролидам, кроме 
телитромицина. Гены этих эстераз локализуются 
на плазмидах, они часто сочетаются с другими гена-
ми антибиотикорезистентности [62]. 

Трансферазы
Трансферазы, модифицирующие молекулы АБП 
ковалентным присоединением различных химиче-
ских групп, представляют большое суперсемейство 
ферментов [5, 6, 63]. Ниже рассмотрены их основные 
группы, различающиеся субстратной специфично-
стью, типом модификации и механизмом действия.

Аминогликозидмодифицирующие ферменты
Ферментативная модификация аминогликозидных 
антибиотиков является наиболее распространенным 
механизмом резистентности, который осуществля-
ется аминогликозидмодифицирующими фермента-
ми (АГМФ). Известно несколько сотен различных 
АГМФ, практически каждый из которых представ-
лен несколькими изоферментами, имеющими уни-
кальную субстратную специфичность и модифици-
рующими аминогликозиды в определенной позиции 
[31]. Гены АГМФ локализуются на мобильных гене-
тических элементах, что обуславливает их быстрое 
распространение.

По типу реакции выделяют три семейства АГМФ: 
N-aцетилтрансферазы (AAC), O-фосфотрансферазы 
(APH) и O-аденилилтрансферазы (ANT) (рис. 12). 
Ферменты AAC используют в качестве кофакто-
ра ацетил-КоА, донорами фосфатных групп и аде-
нина для APH и ANT служат ATP или GTP [23]. 
Ферменты AAC наиболее распространены и клини-
чески значимы, выделено 48 вариантов ААС, способ-
ных ацетилировать аминогликозиды в одном из по-
ложений (1, 3, 2’ или 6’). Также известен уникальный 
фермент Eis, способный ацетилировать аминоглико-
зиды по нескольким положениям одновременно. 

Рис. 12. Структура канамицина В и позиции его моди-
фикации аминогликозидмодифицирующими фермен-
тами
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APH являются вторым по численности семейством 
АГМФ, в котором выделяют семь типов ферментов, 
катализирующих перенос фосфатной группы в по-
ложения 4-, 6-, 9-, 3’-, 2’’-, 3’’- или 7’’-аминогликози-
дов. Ферменты ANT подразделяют на пять классов, 
способных модифицировать положения 6-, 9-, 4’-, 2’’- 
или 3’’-аминогликозидов [64, 65]. 

Предложено несколько подходов к преодолению 
резистентности к аминогликозидам: регуляция экс-
прессии генов антисмысловыми олигонуклеотидами 
[66], дизайн новых аминогликозидов [67, 68], а также 
поиск ингибиторов АГМФ [64, 69]. Первыми в каче-
стве ингибиторов AAC были предложены бисубстра-
ты, состоящие из аминогликозида и ацетил-КоА, од-
нако из-за значительных размеров и отрицательного 
заряда данное соединение плохо проникало через 
клеточную мембрану и показало низкую эффектив-
ность в экспериментах in vivo [70]. Ряд последних ис-
следований показал, что активность AAC и Eis инги-
бируют катионы различных металлов, что повышает 
эффективность аминогликозидов [71]. Для ингибиро-
вания обладающих киназной активностью APH ис-
следованы различные ингибиторы протеинкиназ [72]. 
Одним из наиболее эффективных оказался природ-
ный ингибитор кверцетин, подавляющий активность 
нескольких APH in vitro и in vivo. Перспективными 
считаются ингибиторы, действующие на различные 
АГМФ, например, соединения на основе 3-(димети-
ламино)пропиламина с достаточной эффективностью 
ингибируют как ANT, так и APH [73]. Катионные 
пептиды связывались с отрицательно заряженным 
активным центром АГМФ и проявляли высокое 
сродство к различным AAC и APH, но не действо-
вали на резистентные бактериальные штаммы, ве-
роятно, из-за плохой проницаемости через клеточ-
ную мембрану [74]. Димер неомицина А ингибировал 
активность как монофункциональных ферментов 
AAC(6´)-Ii и APH(3´)-IIIa, так и бифункционального 
AAC(6’)-APH(2’’), в том числе in vivo с использова-
нием клинического штамма Pseudomonas аeruginosa 
[69, 75].

Ферменты, модифицирующие хлорамфеникол 
и его аналоги
Продукция хлорамфеникол-ацетилтрансфераз 
(CAT) является основным механизмом устойчи-
вости бактерий к хлорамфениколу. Эти ферменты 
катализируют присоединение ацетильной группы 
ацетил-КоА к 3-гидроксильной группе хлорамфе-
никола или его синтетических аналогов (триамфе-
никола, азидамфеникола), препятствуя тем самым 
связыванию молекулы антибиотика с рибосомами 
[5]. CAT не инактивируют фторфеникол, посколь-
ку в его молекуле 3-гидроксильная группа замеще-

на атомом фтора [63]. CАТ разных типов обладают 
крайне низкой гомологией аминокислотных последо-
вательностей, не превышающей 10%. Гены сat могут 
располагаться на хромосомах [76], но чаще локали-
зуются на плазмидах и входят в состав транспозонов 
в ассоциации с генами устойчивости к другим АБП. 
Экспрессия генов cat индуцируется хлорамфенико-
лом [63].

Помимо ацетилирования инактивация хлорам-
феникола может осуществляться путем О-фос-
фори лирования. Данный механизм антибиотикоре-
зистентности описан у S. venezuelae – продуцента 
хлорамфеникола [77].

Ферменты, модифицирующие антибиотики 
группы МКЛС
Макролидные фосфотрансферазы (MPH) – фер-
менты, модифицирующие структуру макролидов, 
присоединяя фосфатную группу к 2’-ОН-группе [5]. 
Донором фосфатной группы служат нуклеозидтри-
фосфаты, преимущественно GTP. На сегодняшний 
день описано семь различных ферментов этой груп-
пы. MPHA предпочтительно катализирует фосфо-
рилирование 14- и 15-членных макролидов, тогда 
как MPHB модифицирует 14- и 16-членные макро-
лиды [35, 62]. Гены, кодирующие MPH, расположены 
на мобильных генетических элементах, содержащих 
другие гены резистентности к макролидам и другим 
классам антибиотиков [78, 79]. Экспрессия генов ма-
кролидных фосфотрансфераз может быть как инду-
цибельной (mphA), так и конститутивной (mphB) [35]. 

Макролидные гликозилтрансферазы – фермен-
ты, инактивирующие макролиды гликозилированием 
2’-ОН-группы макролидного кольца [6]. В качестве 
кофактора они используют UDP-глюкозу. 

Стрептограмин-ацетилтрансферазы инактивиру-
ют только стрептограмины типа А ацетилированием 
свободной гидроксильной группы, механизм их дей-
ствия схож с механизмом САТ [5]. Гены, кодирую-
щие эти ферменты, были идентифицированы у ряда 
грамположительных патогенов, включая стафило-
кокки и энтерококки [63]. 

Фосфомицинмодифицирующие ферменты
Эпоксидазы FosA, FosB и FosX и киназы FomA 
и FomB – металлоферменты, инактивирующие 
фосфомицин [11, 23, 80]. Эпоксидазы раскрывают 
эпокси-группу фосфомицина (оксирановое кольцо), 
добавляя различные субстраты. FosA представля-
ет собой глутатион-S-трансферазу, использующую 
в качестве кофакторов помимо глутатиона ионы ме-
таллов Mn2+ и K+. В качестве источника тиоловой 
группы у FosB выступает бациллитиол или L-Cys, 
дополнительно в качестве кофактора эти ферменты 
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используют Mg2+ [11, 81]. Фермент FosX представля-
ет собой Mn2+-зависимую гидролазу. В большинстве 
своем гены, кодирующие перечисленные ферменты, 
имеют плазмидную локализацию, хотя FosA у P. ae-
ruginosa и FosB у S. aureus кодируются хромосомны-
ми генами. 

Киназы FomA и FomB присоединяют одну или две 
фосфатные группы к молекуле фосфомицина, ис-
пользуя в качестве кофакторов ATP и ионы Mg2+. Эти 
ферменты выделены у продуцента фосфомицина S. 
wedriensis [11].

Рифамицинмодифицирующие ферменты
Инактивацию рифамицинов модификацией гидрок-
сильной группы, ключевой при связывании молеку-
лы антибиотика с β-субъединицей РНК-полимеразы, 
осуществляют несколько групп ферментов. NAD+-
зависимые ферменты группы Arr катализируют 
ADP-рибозилирование, киназы RPH – фосфорили-
рование, гликозилтрансферазы – гликозилирование 
[23, 82, 83].

Монооксигеназы
Флавинзависимая монооксигеназа TetX обеспечи-
вает резистентность ко всем тетрациклинам, вклю-
чая антибиотик широкого спектра действия тигеци-
клин [5]. TetX катализирует моногидроксилирование 
тетрациклинов в присутствии молекул NADPH, О

2
 

и Mg2+, что приводит к внутримолекулярной ци-
клизации и распаду молекулы. Флавинзависимые 
монооксигеназы Rox инактивируют рифамици-
ны окислением нафтиловой группы в положении 2, 
что приводит к раскрытию кольца и линеаризации 
молекулы антибиотика [84].

Ферменты метаболических процессов, 
модифицирующие АБП в форме пролекарства 
Модификацию антибиотиков осуществляют также 
ферменты, защищающие клетки от токсичных мо-
лекул. При этом в большинстве случаев происходит 
трансформация АБП в форме пролекарства в актив-
ную форму. 

Активация изониазида происходит под действием 
каталазы-пероксидазы KatG c образованием свобод-
норадикальных форм изоникотиновой кислоты, кото-
рые блокируют ферменты, участвующие в синтезе 
миколевых кислот [85]. Резистентность вызвана му-
тациями в гене katG, которые наиболее часто локали-
зуются в кодоне 315 и вызывают конформационные 
изменения изониазидсвязывающего кармана. 

Структурные аналоги изониазида этионамид 
и протионамид активируются NADPH-зависимой 
FAD-содержащей монооксигеназой, кодируемой ге-
ном ethA [85]. Окисленные формы этионамида и про-

тионамида в комплексе с NAD+, как и в случае изо-
ниазида, ингибируют ферменты синтеза миколевых 
кислот, прежде всего InhA. Экспрессия гена ethA ре-
гулируется транскрипционным репрессором EthR. 
Резистентность обусловлена мутациями в генах ethA 
и ethR.

БИФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ФЕРМЕНТЫ – НОВОЕ 
НАПРАВЛЕНИЕ ЭВОЛЮЦИИ
Мутации в бактериальных геномах и селекция но-
вых устойчивых фенотипов являются основным ме-
ханизмом возникновения резистентности бактерий 
к антибиотикам. В результате наблюдается широкое 
разнообразие форм ряда ферментов, обуславливаю-
щих резистентность, например, описано более 2000 
β-лактамаз. Однако единичные аминокислотные за-
мены вызывают ограниченные изменения активно-
сти и специфичности конкретного фермента. К новым 
направлениям эволюционного развития резистент-
ности относится появление бифункциональных фер-
ментов, кодируемых двумя сцепленными генами. Это 
существенно увеличивает субстратную специфич-
ность и имеет эволюционное преимущество для обе-
спечения чрезвычайно широкой резистентности в от-
ношении различных АБП [86].

Бифункциональные β-лактамазы
Первый бифункциональный фермент Tp47 был 
выделен из возбудителя сифилиса Treponema 
palladium [87]. Он имеет два активных центра, один 
из которых проявляет активность ПСБ, а второй – 
β-лактамазную. Поскольку Тр47 обладает очень низ-
кой β-лактамазной активностью, она реально не обе-
спечивает устойчивость к β-лактамам.

Д р у г а я  б и ф у н к ц и о н а л ь н а я  β - л а к т а м а з а 
blaLRA-13 обнаружена у устойчивых к β-лактамам 
штаммов E. сoli, выделенных из почв Аляски [88]. 
Этот фермент состоит из 609 аминокислот, что поч-
ти в 2 раза больше, чем у обычной монофункцио-
нальной β-лактамазы. С-Домен данного фермента 
(356 аминокислот) имеет высокую степень гомологии 
с β-лактамазами класса С и обеспечивает резистент-
ность к амоксициллину, ампициллину и карбеницил-
лину, в то время как N-домен (253 аминокислоты) 
имеет высокую степень гомологии с β-лактамазами 
класса D и обеспечивает резистентность к цефалек-
сину. Помимо blaLRA-13 выделенные штаммы про-
дуцировали также несколько монофункциональных 
β-лактамаз разных классов. Хотя данная бифунк-
циональная β-лактамаза пока не обнаружена у кли-
нических штаммов бактерий, нельзя исключать ее 
распространение в будущем среди возбудителей ин-
фекционных заболеваний человека. Более того, от-
крытие этого фермента подтверждает эволюционную 
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гипотезу о том, что микроорганизмы почвы, а также 
других экологических ниш, имеют широкий спектр 
механизмов резистентности, которые со временем 
могут быть переданы клинически значимым патоге-
нам.

Бифункциональность ферментов могла возник-
нуть в процессе эволюционных изменений высокомо-
лекулярных двухдоменных ПСБ, транспептидазный 
домен которых способен образовывать стабильный 
комплекс с β-лактамными антибиотиками. В процес-
се мутаций связывающий центр приобрел способ-
ность гидролизовать β-лактамное кольцо, т.е. обра-
зовалась новая группа ферментов, гидролизующих 
антибиотики. 

Бифункциональные амино гликозид-
модифицирующие ферменты
У грамположительных бактерий обнаружен би-
функциональный фермент AAC(6’)-Ie/APH(2”)-Ia, 
N-концевой домен которого имеет ацетилтранс-
феразную активность, а С-домен – фосфотранс-
феразную [89]. AAC-домен в составе фермента 
способен ацилировать только один вид аминогли-
козидного кольца, в то время как домен APH име-
ет более широкую специфичность, катализируя 
O-фосфорилирование четырех различных аминогли-
козидных колец [90]. Бифункциональный фермент 
обеспечивает устойчивость почти ко всем известным 
клинически значимым аминогликозидам, за исклю-
чением стрептомицина и спектиномицина.

Бифункциональный фермент ANT(3”)-Ii/
AAC(6’)-IId характеризуется сочетанием нукле-
отидилтрансферазной активности в отношении 
стрептомицина и спектиномицина и ацетилтранс-
феразной активности с широкой субстратной специ-
фичностью [91].

Первый домен бифункционального фермента 
AAC(3)-Ib/AAC(6’)-Ib’ специфичен только в отно-
шении гентамицина и фортимицина, второй домен 
проявляет широкую субстратную специфичность, 

включая амикацин, дибекацин, гентамицин, изепа-
мицин, канамицин А и неомицин [92]. 

Недавно из штамма P. aeruginosa был выделен 
новый бифункциональный фермент AAC(6’)-30/
AAC(6’)-Ib’, обеспечивающий устойчивость ко мно-
гим аминогликозидам, кроме изепамицина, с более 
высокой активностью по сравнению с монофункцио-
нальными ферментами [93]. 

Бифункциональный аминогликозид- 
и фторхинолонмодифицирующий фермент
Новый вариант ацетилтрансферазы AAC(6’)-Ib-cr 
является первым ферментом, одновременно инак-
тивирующим аминогликозиды и фторхинолоны 
(рис. 13) [94]. Две мутации, кодирующие заме-
ны W102R и D179Y, обеспечивают резистентность 
к ципрофлоксацину [95]. Ген этого фермента имеет 
как плазмидную, так и хромосомную локализацию. 
Он обнаружен на мультирезистентной плазмиде 
в сочетании с другими генами резистентности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Вопрос о происхождении бактериальных фермен-
тов, формирующих резистентность в процессе эво-
люции, остается дискуссионным. Гены, кодирую-
щие эти ферменты, локализуются на хромосомах 
и мобильных элементах. Ферменты, кодируемые 
хромосомными генами, предохраняют микроорга-
низмы-продуценты антибиотиков от модификаций  
потенциальных мишеней. Резистентность возникает 
при передаче генов данных ферментов в другие бак-
терии. 

Другая группа ферментов, кодируемых хромо-
сомными генами, произошла под влиянием эволю-
ции от ферментов, входящих в состав суперсемейств 
с выделением подгрупп с измененной субстратной 
специфичностью. Ферменты, выполняющие жиз-
ненно важные функции и ответственные за био-
синтез полисахаридов клеточной стенки, белков, 
нуклеиновых кислот и метаболитов, служат мише-

Рис. 13. Аци-
лирование 
канамицина 
В и ципроф-
локсацина, 
катализируе-
мое бифунк-
циональным 
ферментом 
AAC(6’)-Ib-cr 
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нями антибиотиков. Модификация активных цен-
тров ферментов-мишеней способствовала появле-
нию у них способности использовать антибиотики 
в качестве субстратов. Установлено наличие генов 
проторезистентности, обуславливающих эволюци-
онную взаимосвязь β-лактамаз и ПСБ, киназ и аце-
тилтрансфераз с аминогликозидмодифицирующими 
ферментами. 

Многие ферменты произошли от бактериальных 
проферментов, изначально имевших другие функ-
ции. Под влиянием экзогенных и эндогенных факто-
ров (в частности, антибиотиков и продуктов их мета-
болизма) в генах, кодирующих ферменты, возникали 
мутации, что приводило к изменению структуры, ка-
талитических свойств и субстратной специфичности 
их продуктов. Множественность мутаций указыва-
ет на то, что мутациям подвергаются как ключевые 
аминокислотные остатки, важные для каталитиче-
ских процессов, так и сопутствующие, изменения 
которых позволяют компенсировать структурные 
изменения и являются аллостерическими центрами 
регуляции активности. 

Особенностью резистентности бактерий явля-
ется разнонаправленность процессов. Совмещение 
нескольких механизмов устойчивости в одной клет-
ке, включающих модификацию структурных кле-
точных элементов, изменение уровня экспрессии 
белков, в том числе поринов, активацию систем эф-
флюкса, затрудняет разработку методов подавления 
резистентности. В последние годы сложилась науч-
ная концепция объединения объектов, связанных 
с важнейшими биологическими процессами, в опре-
деленные группы. Так появилось понятие «микро-
биом» как совокупность микроорганизмов организ-
мов определенного вида и человека. Непатогенные 
микроорганизмы, в частности почвенные бактерии, 
представляют собой огромный резервуар и источник 
генов резистентности. Их широкое распростране-
ние среди микроорганизмов связано с локализаци-
ей на плазмидах и других мобильных генетических 
элементах и высокой скоростью обмена и передачи 
между бактериальными клетками, в том числе пато-
генными штаммами. 

Совокупность генов, обуславливающих рези-
стентность как патогенных клинических штаммов, 
так и непатогенных бактерий в окружающей среде 

и микробиоте, получила название «резистом». Важной 
особенностью является наличие в геноме одной бакте-
рии нескольких генов резистентности, что обеспечи-
вает их мультирезистентность. Способность бактери-
альных клеток к быстрому размножению, изменению 
структуры генов и их селекции привела к развитию 
новых механизмов, обеспечивающих выживаемость 
клеток. Важнейшую роль в этих процессах игра-
ют ферменты, выполняющие различные функции. 
Созданная в течение длительного эволюционного раз-
вития защитная система бактерий на основе фермен-
тов может быть названа «энзистом».

Представленная классификация бактериаль-
ных ферментов «энзистома» будет в дальнейшем 
развиваться и дополняться. Обобщая результаты 
анализа участия ферментов в формировании рези-
стентности бактерий к антибиотикам, следует при-
знать фундаментальность биологического значения 
этого процесса, обеспечивающего выживаемость 
микроорганизмов и их способность к адаптации. 
«Приспосабливаемость» микроорганизмов к новым 
условиям окружающей среды во многом осущест-
вляется за счет «биокаталитического функционала». 
Изменение этого функционала на генетическом уров-
не и должно, на наш взгляд, быть предметом при-
стального внимания микробиологов, молекулярных 
биологов и биотехнологов. Развитие промышленного 
производства АБП и их неконтролируемое исполь-
зование в медицине и ветеринарии стало мощным 
антропогенным фактором, который оказал сильное 
влияние на ускорение развития резистентности. 
Изучение структур ферментов, составляющих «эн-
зистом», анализ эволюционной изменчивости и кон-
сервативных участков «резистома» позволят понять 
механизмы регуляции бактериальных клеток и най-
ти новые мишени для разработки рациональных под-
ходов к созданию селективных и эффективных АБП 
для преодоления резистентности. Особый интерес 
представляет использование ферментов, способных 
разрушать и метаболизировать антибиотики, в ка-
честве лекарственных средств для защиты полезной 
микробиоты и предотвращения побочных эффектов 
при лечении антибиотиками. 

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(проект № 15-14-00014-П).
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на основе сравнения друг с другом множества биоло-
гических образцов получать значимые научные дан-
ные о происхождении жизни на Земле, ее развитии, 
а также внедрять получаемые знания в практику 
и использовать их для сохранения биоразнообразия 
нашей планеты.

Именно такой подход реализуется при выпол-
нении проекта «Ноев ковчег», посвященного со-
хранению биологического разнообразия, его иссле-
дованию и полезному использованию в экономике. 
Важнейшим условием успешной реализации про-
екта является создание единого биоколлекционного 
виртуального пространства, в котором аккумули-
руются самые разнообразные данные о максималь-
но возможном количестве биологических образцов. 
Такое пространство уже создано, пока что в масшта-
бах МГУ, однако в дальнейшем планируется выход 
на всероссийский уровень. Уже сейчас можно ут-
верждать, что такой глобальный подход к изучению 
биоразнообразия существенно повышает уровень на-
учных результатов, позволяя выявлять более общие 
и более сложные закономерности организации жизни 
на нашей планете.

Настоящий обзор посвящен подведению проме-
жуточных итогов проекта в части классических био-
логических коллекций (животный, растительный 
и микробиологический материал). 
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РЕФЕРАТ Проект «Ноев ковчег», выполняющийся в МГУ имени М.В. Ломоносова с 2015 года и посвящен-
ный исследованию биологического разнообразия, стал крупнейшим российским проектом в области наук 
о жизни. За время его выполнения открыто несколько сотен новых видов живых существ, проведена ком-
плексная генетическая и биохимическая паспортизация новых и уже хранившихся в коллекциях МГУ об-
разцов. Разработана не имеющая аналогов единая информационная система проекта. В настоящем обзоре 
суммированы научные достижения, связанные с развитием классических коллекций МГУ в рамках проекта, 
а также обсуждаются перспективы их дальнейшего развития.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биобанк, депозитарий, животные, микроорганизмы, растения. 

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время ни у кого не вызывает сомне-
ний, что в ближайшем будущем наша жизнь будет 
во многом определяться так называемыми «боль-
шими данными» (big data) – гигантскими массивами 
информации, эффективная работа с которыми уже 
сейчас совершает настоящие революции во многих 
аспектах жизнедеятельности человека. В области 
наук о жизни термин «большие данные» традиционно 
ассоциируют с геномной информацией – результата-
ми секвенирования большого числа геномов живых 
существ. Однако геномные данные – это только один 
из видов настоящих «больших данных» наук о жиз-
ни, а именно биологических коллекций. Под биологи-
ческой коллекцией понимают систематизированное 
хранилище совокупности образцов биологического 
материала любой природы – от засушенных расте-
ний до живых клеток человека и тех же геномных 
данных.

Сейчас становится ясным, что потенциал биологи-
ческих коллекций существенно выше, чем это было 
принято считать. Однако для реализации этого по-
тенциала необходимо рассматривать биологические 
коллекции именно как «большие данные», т.е. как ис-
точник огромного количества информации о живых 
системах. Оперируя такой информацией и исполь-
зуя современный методологический арсенал, можно 
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ЖИВОТНЫЕ
Задача биобанка – накопление коллекций, адекват-
но отражающих многоаспектное биоразнообразие 
(БР), что позволяет исследовать разные его прояв-
ления. Проведен анализ научного статуса зоологиче-
ских коллекций [1], показано, что при изучении БР 
коллекции выполняют функцию исследовательской 
выборки. Их главная характеристика – репрезента-
тивность, которую детализируют информативность, 
достоверность, систематичность, объем, структура 
и др.

Исследования по разделу «Животные» нацеле-
ны на анализ ключевых аспектов БР на основе ком-
плексного подхода, сочетающего филогеномный 
и электронно-микроскопический анализ, а также 
3D-реконструкцию серий гистологических срезов. 

Макротаксономический анализ основных групп 
Animalia включал таксоны рангом от отряда до типа. 
Принципиально новым стало надежное обоснование 
гипотезы монофилии клады Lophophorata с типами 
Phoronida, Brachiopoda и Bryozoa: в ее пользу свиде-
тельствуют особенности целомической системы и ин-
нервация щупалец лофофора [2–9]. Вывод принци-
пиально важен для выяснения структуры филогении 
животных на уровне базальной радиации Metazoa. 
Прорывным стало исследование филогенетических 
отношений в классе Ophiuroidea. Он разделен на над-
отряды Euryophiuridа и Ophintegrida, выявлены 
четыре новых отряда и 11 семейств [10]. Получены 
существенно новые результаты по систематике от-
ряда Nudibranchia (Mollusca), описаны три новых се-
мейства [11]. В рамках концепции онтогенетической 
систематики показано значение педоморфоза в фор-
мировании новых таксонов высокого ранга и необхо-
димости изучения разнообразия онтогенетических 
паттернов для их выявления [12–15]. Молекулярно-
филогенетический анализ доказал монофилию 
восьми родов надотряда Acrothoracica (Copepoda) 
[16]. Анализ родового состава выявил 24 новых так-
сона этого ранга в классах Gastropoda, Maxillopoda, 
Mammalia [11, 17–22]. Очевидно, что филогеномный 
подход к анализу структуры макротаксономического 
разнообразия недостаточен: его должно дополнять 
изучение морфологического разнообразия на уров-
не онтогенетических паттернов. Это согласуется 
с новейшими идеями концепции «evo-devo» о том, 
что историческое развитие многоклеточных организ-
мов есть главным образом эволюция их онтогенезов; 
в макротаксономических исследованиях эти идеи 
развивает концепция онтогенетической систематики.

Микротаксономический анализ видов и подви-
дов проводили на основе концепции интегративной 
систематики: идентификацию видов осуществляли 
на генетическом материале, затем результаты уточ-

няли с помощью морфологических и эпифенотипиче-
ских (в том числе акустических) признаков. 

Выявлены новые виды и подвиды животных 
(в скобках указано их число) в типах Cercozoa (4) [23, 
24], Cnidaria (1) [25], Kamptozoa (6) [21, 26], Phoronida 
(5) [3, 27], Nematoda (13) [28, 29], Annelida (9) [30–33], 
Chaetognatha (1) [34], Mollusca (27) [11, 17, 18, 35–41]; 
в классах Maxillopoda (23) [42–46], Arachnida (2) 
[47, 48], Insecta (48) [49–60], Osteichthyes (7) [61–63], 
Amphibia (16) [64–67], Reptilia (14) [68], Aves (4) [69], 
Mammalia (4) [22, 70]. Впервые показана возможность 
надежной идентификации родственных видов и под-
видов ряда азиатских Insecta, Amphibia, Reptilia, 
Aves и Mammalia по акустическим параметрам [71–
76]. Разработан метод определения генетической 
идентичности медуз и полипов в лабораторных ли-
ниях некоторых Cercozoa, позволяющий адекватно 
оценивать их видовое разнообразие [77]. Проведена 
маркировка видового и подвидового уровней таксо-
номической дифференциации групп Asterocheridae 
и Ascothoracida [43, 45]: корректное разграничение 
этих уровней – одна из ключевых проблем микро-
систематики.

На основе геномной филогеографии в сочетании 
с генетическим баркодингом получены новые дан-
ные о структуре видового разнообразия в ряде групп 
животных. Изучены сем. Nothybidae (Insecta) [78], 
промысловые виды сем. Salmonidae и Cyprinidae 
(Osteichthyes) [79–84], формы из 10 семейств назем-
ных позвоночных Евразии [64, 85–95]. Показана вы-
сокая эффективность анализа гена COI для оценки 
разнообразия филогенетических связей в ряде ро-
дов Amphibia [96]. Предварительное исследование 
молекулярно-генетического и морфологического 
разнообразия представителей сем. Megophryidae, 
Dicroglossidae, Microhylidae, Rhacophoridae 
(Amphibia) и Gekkonidae (Reptilia) выявило высо-
кий уровень «скрытого» видового разнообразия, 
требующего детального изучения. Сравнительный 
анализ географической изменчивости модельных ви-
дов птиц Палеарктики (сем. Aegithalidae, Sylviidae, 
Corvidae и др.) указывает на группоспецифич-
ный характер их внутривидовой дифференциации 
[97]. Показано, что в роде Darevskia (Reptilia) про-
исходит активная ретикулярная микроэволюция 
[98]. Выявление комплекса симпатрических форм 
рода Salvelinus (Osteichthyes) позволяет предпо-
лагать их симпатрическое видообразование [81, 82]. 
Выяснено, что на Командорских о-вах в услови-
ях изоляции происходит формирование местных 
популяций Hypomesus olidus и Salvelinus malma 
(Osteichthyes) как самостоятельных единиц [99, 100]. 
На основе комплексного анализа рыб из нескольких 
семейств показано слабое соответствие диверген-
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ции популяционных и видовых единиц по морфоге-
нетическим характеристикам и наличие большого 
числа криптических видов; видовое разнообразие 
изученных групп животных существенно недооце-
нено. Ключевая задача состоит в переводе «скрыто-
го» разнообразия в «явное» за счет сбора и хранения, 
в том числе новых форм коллекционного материала, 
и разработки новых методов анализа видовой диф-
ференциации. 

Из результатов исследования мерономического 
разнообразия животных наиболее впечатляет де-
монстрация того, что миниатюризация насекомых 
отрядов Coleoptera (сем. Ptiliidae), Psocoptera (сем. 
Liposcelididae) и Thysanoptera, по размерам сопоста-
вимых с одноклеточными (около 1 мм), почти не ска-
зывается на анатомии важнейших органов головного 
отдела [101, 102]. Результат принципиально важен 
для понимания механизмов обеспечения консер-
вативности строения многоклеточных животных. 
У Phoronida описан новый тип оогенеза – аутогете-
росинтез [103], расширяющий представления о раз-
нообразии онтогенетических паттернов. У предста-
вителей ряда семейств Orthoptera впервые выявлен 
механизм эмиссии звуковых сигналов, выдвинуто 
предположение о неоднократном формировании 
сходного стридуляционного сигнала в их эволю-
ции [71]. Результаты анализа вибрационных и зву-
ковых сигналов у видов ряда семейств Orthoptera 
и Homoptera [71–73, 77] подтверждают гипотезу 
о том, что они служат эффективным репродуктив-
ным барьером. Показано, что краниальные разли-
чия изолированных популяций песца Vulpes lagopus 
на Командорских о-вах возникли в результате отбо-
ра, а не генетического дрейфа [104].

В исследованиях биохорологического раздела об-
следованы фаунистические комплексы беспозвоноч-
ных и позвоночных животных морей Арктического 
бассейна, российского Дальнего Востока, Северной 
Атлантики, тропических морей Австралазии, 
Красного моря. Результативным стал анализ раз-
нообразия представителей пяти отрядов Nematoda 
гидротермальных сайтов Срединно-Атлантического 
хребта на глубинах 1200–1500 м [105, 106]. По так-
сономическому составу и биологическим характе-
ристикам гидротермальные нематоды отличаются 
от глубоководных батиальных и абиссальных нема-
тод, но сходны с шельфовыми и сублиторальными 
видами и сообществами. Показано, что фаунистиче-
ское разнообразие морских бентосных гетеротроф-
ных представителей Flagellata в Мировом океане 
более соответствует предсказаниям модели «кос-
мополитизма», чем «умеренного эндемизма» [107]. 
Показано, что фауна Harpacticoida в низких широтах 
значительно более богата и обладает существенно бо-

лее высокой степенью эндемизма в сравнении с фау-
ной высоких широт; при этом население мелководной 
(до 50 м) и более глубоководной зон отличается по ви-
довому составу. Обнаружено значительное различие 
фауны Harpacticoida между восточными и западны-
ми акваториями арктических морей [108]. В составе 
и разнообразии макробентоса моря Лаптевых выяв-
лено наличие «генерального» батиметрического трен-
да: один комплекс факторов влияет как на состав, 
так и на функционирование донных сообществ [109]. 
Установлено, что различия в составе пресноводных 
фаун Cladocera Арктической и Субарктической 
зон определяются в первую очередь современными 
климатическими факторами, что позволяет исполь-
зовать эти фаунистические комплексы в качестве 
биоиндикаторов [110]. Проведены масштабные ис-
следования видового состава беспозвоночных аркти-
ческих и дальневосточных морей: получены новые 
данные по представителям Ciliophora и Kamptozoa 
[109, 111–113]. Выявлено соотношение между гене-
тическим, морфологическим и таксономическим раз-
нообразием в четырех семействах Annelida из фа-
уны северных морей [109]. Уточнен видовой состав 
Cladocera пресноводных озер и мелководных морей 
Азии [114, 115]; выяснено, что фауна Cladocera при-
брежных вод о. Борнео существенно беднее матери-
ковой [116]. В бассейне р. Белая выделены четыре 
типа сообществ раковинных амеб (Testacea) [117].

Принципиально важна разработка комплексного 
подхода к долгосрочному мониторингу простран-
ственной динамики видового и фаунистического раз-
нообразия на основе регулярного сбора и анализа 
мониторинговых коллекций в фокальных регионах 
Северной Евразии [118]. Он позволяет выявлять ре-
гионы с потенциально повышенной уязвимостью био-
разнообразия и предлагать меры по его сохранению.

Изучение экологического аспекта БР связано, 
главным образом, с анализом пространственной 
динамики энергетики птиц, населяющих разные 
природные зоны. Подтверждена значительная спе-
цифика энергетики тропических птиц Старого Света, 
в частности, отсутствие филогенетического сигнала 
в независимом от массы тела базальном метаболизме 
[119].

РАСТЕНИЯ
Реконструкция происхождения, расселения и род-
ственных связей различных групп растений в про-
екте решается с широким привлечением в классиче-
скую науку молекулярных методов.

В семействе Fabaceae результаты многолетне-
го молекулярно-генетического и морфологического 
анализа диких лядвенцев позволили реконструиро-
вать не только эволюцию рода Lotus, но и ключевые 
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моменты исторической биогеографии группы [120]. 
Также показана независимость близких к лядвенцам 
родов Hammatolobium, Tripodion и Cytisopsis [121]. 
Также реконструирована история рода Lagochilus 
из семейства Lamiaceae [122]. Показано, что диверси-
фикация этого центральноазиатского рода напрямую 
связана с недавней геологической историей и после-
дующими климатическими сдвигами. В семействе 
Apiaceae на основе анализа ДНК пересмотрен объем 
внутриродовых подразделений в роде Prangos, в ко-
тором установлен новый подрод Koelzella [123]. В его 
составе, в свою очередь, в качестве отдельного вида 
восстановлен «забытый» афганский эндемик Prangos 
akymatodes [124]. Кроме того, в род Prangos для при-
дания ему монофилетичности был перенесен моно-
типный род Alococarpum [125].

Интегративный молекулярно-морфологический 
подход позволяет не только устанавливать проис-
хождение и родство таксонов, но и восстанавливать 
наиболее вероятный ход эволюции отдельных при-
знаков. Так, установлено наличие односемянных 
плодов у общего предка порядка Caryophyllales, на-
считывающего 12000 видов [126]. Дана подробная 
характеристика семян полифилетического рода 
Mollugo, что позволило сделать важные заклю-
чения для систематики и таксономии групп [127]. 
Согласованность признаков строения семян с новей-
шими молекулярными данными показана и для кав-
казских видов рода Minuartia [128].

С помощью молекулярно-филогенетического ана-
лиза показана необходимость пересмотра многих 
групп мхов. Наиболее показателен пример с поли-
филией семейства Ditrichaceae: подробный анализ 
убедительно показал, что признаки, считавшиеся 
таксономически значимыми, возникли независи-
мо в разных группах [129]. Из этого родства описан 
новый порядок и три новых семейства мхов [130]. 
Дальнейшая ревизия отдельных групп мхов привела 
к значительному пересмотру отношений в порядке 
Grimmiales [131]. 

Решение частной задачи по описанию нового вида 
Bryoerythrophyllum duellii с привлечением моле-
кулярных данных не только по этому роду, но и его 
ближайшим родственникам, позволило полностью 
пересмотреть объем рода Bryoerythrophyllum [132].

Проведено глубокое изучение геномов цветковых 
растений и мхов. Расшифрованы и аннотированы 
полные пластомы трех видов Dryopteris, Adianthum 
hispidulum [133], Seseli montanum [134] и ряд других. 
Детально изучена структура межгенного спейсера 
IGS1 рибосомного оперона у мхов из рода Schistidium 
[135].

Примером монографического исследования, ко-
торое сочетает как классический морфологиче-

ский подход, так и новейшие молекулярные мето-
ды, является обработка гербарных образцов диких 
луков из группы Allium saxatile [136]. Из 15 видов 
пять оказались новыми для науки. Географическая 
изоляция стала главной причиной недооцененного 
ранее видообразования – исследователям удалось 
описать новые виды из Румынии, Болгарии, России, 
Казахстана и Китая. Позднее был описан еще один 
вид лука из Узбекистана [137] и один из Турции 
[138].

Монографическая ревизия недавно описанного 
рода Paramollugo (Molluginaceae), который, как пред-
полагалось, состоит всего из трех видов, позволила 
вдвое увеличить число известных видов [139]. Два 
новых вида описано на Мадагаскаре (Para mollugo 
simulans и P. elliotii), а еще один «забытый» вид об-
наружен в коллекциях из Новой Каледонии.

Другой удачный пример монографической об-
работки – ревизия африканского рода Corbichonia 
(Lophiocarpaceae), который насчитывал всего два 
вида [140]. Был открыт и диагностирован третий 
вид – C. exellii, распространенный сразу в несколь-
ких странах юга Африки.

Опубликованы результаты ревизии рода 
Rhabdosciadium из семейства Apiaceae, который 
включает семь видов, распространенных в горных 
местностях Турции и Ирана. Удалось проанализи-
ровать ДНК всех представителей рода, в том числе 
нескольких узколокальных эндемиков. Показана 
монофилетичность этого рода, и описан новый вид R. 
anatolyi, распространенный в Турецком Курдистане 
[141]. Также описан новый вид эндемичного зонтич-
ного из Лаоса – Xyloselinum laoticum [142].

Продолжалось и традиционное изучение систе-
матики и таксономии семейства Chenopodiaceae. 
Описан новый вид мари Dysphania geoffreyi, обита-
ющий в труднодоступных для европейских исследо-
вателей Лхасе и Бутане [143]. Позднее была описа-
на лебеда Atriplex congolensis из Демократической 
Республики Конго [144] и солерос Arthrocnemum 
franzii с островов Зеленого Мыса [145].

По результатам обширной ревизии рода 
Atraphaxis описано несколько новых таксонов се-
мейства Polygonaceae: вид Atraphaxis kamelinii 
из Монголии [146], род Bactria с видом B. lazkovii 
из Киргизии [147] и род Persepolium [148].

По причинам номенклатурного характера при-
шлось повторно описать Calciphilopteris wallichii – 
новый вид папоротника с Филиппин [149]. Отметим 
и описание широко распространенного в Канаде 
и России нового вида мха Schistidium relictum [150].

Уточнение наших знаний о географическом рас-
пространении организмов идет двумя путями – 
при изучении имеющихся коллекций, которые ранее 
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не были точно описаны, и во время полевых исследо-
ваний. В результате этой работы появляется целый 
пласт новых данных, которые получили название 
«флористические находки» [151].

Особняком стоит интереснейшая находка пече-
ночника Scapania aspera. Удалось обнаружить в при-
роде, верно распознать, а в дальнейшем и сделать 
анализ ДНК растения, найденного на Анабарском 
плато – в 3000 км от ближайших известных мест оби-
тания этого печеночника в Европе [152].

Флористические новинки – верхушка огромного 
пласта информации, который накапливается в ре-
зультате флористического обследования любой 
территории. Результаты таких работ отражаются 
во «Флорах» и чеклистах. Так, были обобщены ре-
зультаты изучения флоры Севастополя. Показано, 
что западная оконечность Горного Крыма – один 
из самых флористически богатых уголков России, 
где на территории около 600 км2 отмечено 1859 видов 
сосудистых растений [153].

Важные результаты в ходе выполнения проекта 
получены в области палинологии. Массовое пыление 
растений можно рассматривать не только как биоло-
гический процесс, но и как особое природное явление, 
которое может изучаться с позиций ботаники, метео-
рологии, палеогеографии, аллергологии.

Группой палинологов проанализированы много-
летние данные по пылению березы в Московском 
регионе, установлены основные метеорологические 
факторы, влияющие на концентрацию пыльцы в пе-
риод ее пыления [154]. Сравнительное исследова-
ние городских и загородных пыльцевых спектров 
показало, что данные станций мониторинга пыль-
цы, расположенные в крупных городах, могут быть 
экстраполированы на прилегающую сельскую мест-
ность [155].

Продолжены традиционные исследования морфо-
логии и анатомии пыльцы и спор – детально описаны 
гетеробороздные пыльцевые зерна болотной неза-
будки Myosotis scorpioides и их развитие [156], а так-
же строение спор сфагновых мхов на разных стадиях 
прорастания [157].

Гербарные образцы являются важным и легко до-
ступным источником для отбора образцов ДНК, од-
нако в процессе хранения молекулы ДНК постепенно 
разрушаются. В связи с этим, отдельного внимания 
заслуживает разработанный метод извлечения ДНК 
из старых гербарных образцов [158].

Перевод данных коллекций в электронный вид 
или, иными словами, виртуализация коллекционного 
пространства задумывалась как магистральное на-
правление в работах по изучению растений. Основу 
этой работы составляет большой проект по переводу 
в цифровой формат Гербария МГУ [159].

МИКРООРГАНИЗМЫ И ГРИБЫ
В рамках направления «Микроорганизмы и грибы» 
создан банк-депозитарий бактерий, грибов, гри-
боподобных организмов (миксомицеты и оомице-
ты) и водорослей. Наряду с обширными, важными 
для науки и практики коллекциями собран уни-
кальный массив информации о микроорганизмах. 
Уникальность коллекций биоматериала и знаний, 
собранных в рамках работы по проекту, – в его 
комплексности и полноте охвата биоразнообразия 
и разнообразия местообитаний. Охарактеризованы 
микробные сообщества почв разных природных зон, 
урбанизированных биотопов, местообитаний с экс-
тремальными условиями [160]. Важным направле-
нием стало изучение микробных сообществ почв 
Антарктиды [161–165]. Основные грибы-доминан-
ты в антарктических почвах с моховым покровом – 
представители родов Phoma, Thelebolus, Penicillium, 
Rhodotorula, в «каменных мостовых» – Cadophora, 
Cladosporium, Cladophialophora, в аквальных био-
топах – Antarctomyces, Hyphozyma, Goffeauzyma, 
Phoma, Thelebolus, Geotrichum.

Другая группа грибов в фокусе исследований 
разнообразия, экологии и возможностей использо-
вания – это макромицеты. В экосистемах это одни 
из основных редуцентов, возвращающих в кругово-
рот биогенные элементы. В результате проведенных 
работ выявлены редкие виды [166], описан ряд но-
вых для науки видов грибов-макромицетов [167–169]. 
Не менее важным представляется исследование ур-
банизированных экосистем, а также инвентариза-
ция присутствия и оценка содержания потенциально 
патогенных видов грибов в почвенном покрове [170, 
171], на пыльце растений [172]. В городских почвах 
формируются комплексы микромицетов, обогащен-
ные потенциально опасными для здоровья и вызы-
вающими биоповреждения видами [171]. С другой 
стороны, создаваемые в городах парки и ботаниче-
ские сады остаются пристанищем для редких и ин-
тересных видов грибов и миксомицетов. Исследованы 
ранее не изученные и мало освещенные особенности 
дрожжевых группировок различных типов почв 
и биоценозов: почв умеренной полосы России [173], 
почв под зарослями инвазивных растений (таких, 
как Heracleum sosnowskyi) [174–176], почв под вино-
градниками Дагестана [177, 178] и плантаций Южного 
Вьетнама [179]. Почвы оказались природным резер-
вуаром разнообразия дрожжей. 

Грибы и грибоподобные организмы (миксомицеты 
и оомицеты) крайне важны как для функционирова-
ния природных сообществ, так и для хозяйственной 
деятельности человека. Распространены они повсе-
местно, и для их изучения необходим сбор материа-
лов в различных регионах. При этом важно охватить 
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как эталонные места обитания на особо охраняе-
мых природных территориях, так и антропогенно 
измененные территории. Проект позволил выпол-
нить беспрецедентно широкие исследования разно-
образия почвообитающих микроскопических грибов 
и миксомицетов заповедников – Центральнолесного 
биосферного заповедника [180], заповедника 
«Калужские засеки», природного парка «Волго-
Ахтубинская пойма». Собраны обширные данные 
по разнообразию и распространению микроскопиче-
ских грибов в заповедных лесах Вьетнама как куль-
тивируемых видов, так и некультивируемых, а так-
же миксомицетов [181].

Созданные в рамках проекта коллекции ста-
ли уникальной базой для поиска и исследования 
практически значимых видов микроорганизмов. 
Выявлены активные штаммы, образующие анти-
биотики из группы пептаиболов широкого спек-
тра действия [182], противоопухолевый метаболит 
Brefeldin-A, а также культуры, которые можно ис-
пользовать при производстве препаратов стерои-
дов [183]. Большой интерес и практическое значе-
ние представляет изучение фитопатогенных грибов 
как в естественных местообитаниях, являющихся 
резервуарами для патогенов [184], так и в агроцено-
зах. Собраны обширные коллекции, на основе кото-
рых проведены популяционные исследования наи-
более опасных патогенов картофеля – Phytophthora 
infestans [185] и Alternaria [186], выявлены популяци-
онные особенности и механизмы устойчивости к фун-
гицидам [187, 188]. Среди огромного разнообразия ми-
кроорганизмов, населяющих различные горизонты 
почв, отдельного внимания заслуживают дрожжевые 
грибы как одна из наиболее биотехнологически зна-
чимых групп микроорганизмов [189]. 

Выявление в экстремальных природных место-
обитаниях Земли наиболее устойчивых микроор-
ганизмов – одна из важнейших задач микробиоло-
гии, решение которой невозможно без исследования 
древних пород. Исследование радиорезистентности 
микробных сообществ вечномерзлых осадочных по-
род Арктики путем воздействия гамма-излучения 
(100 кГр) в условиях низкой температуры (–50°С) 
и низкого давления (1 мм рт.ст.) может рассматри-
ваться как земной аналог условий обитания микроор-
ганизмов в реголите Марса. Микробные сообщества 
вечномерзлых пород показали высокую устойчи-
вость к воздействию моделируемых условий ино-
планетной среды, сохранив высокую численность 
культивируемых и метаболически активных про-
кариот [190]. Полученные результаты свидетель-
ствуют о возможности длительной криоконсервации 
жизнеспособных микроорганизмов в марсианском 
реголите. С учетом интенсивности излучения на по-

верхности Марса, наши данные позволяют предпо-
лагать сохранение гипотетических экосистем Марса 
в анабиотическом состоянии в слое реголита (защи-
щенном от УФ-лучей) в течение не менее 1.3–2 млн 
лет. На глубине 2 м (предполагаемая глубина отбора 
образцов миссией ExoMars 2020) – не менее 3.3 млн 
лет, а на глубине 5 м – не менее 20 млн лет. Особый 
интерес представляют микроскопические грибы, 
приспособленные к обитанию в экстремальных ус-
ловиях засоления и щелочных значений рН среды. 
В связи с этим создана и изучена коллекция изоля-
тов из Беломорских заболоченных местообитаний 
[191] и содовых солончаков [192]. На основе материа-
лов, полученных в результате этих флористических 
работ, проведены физиологические и биохимические 
исследования механизмов толерантности к стрессу, 
связанных со структурой мембран [193].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Приведенные данные убедительно демонстрируют, 
каких существенных научных результатов можно 
добиться при использовании глобального подхода 
к анализу биологических коллекций, т.е. при анализе 
большого количества образцов вне зависимости от их 
природы (зоологические, ботанические или микро-
биологические коллекции). Более того, зависимость 
качества сравнительных исследований от количества 
используемых в них образцов, судя по всему, являет-
ся линейной или даже экспоненциальной при сколь 
угодно больших числах. Таким образом, для даль-
нейшего развития данного подхода необходимо все-
мерно увеличивать количество доступных для ра-
боты биологических образцов. Наиболее удачным 
способом реализации этого постулата нам видится 
объединение максимально возможного числа биоло-
гических коллекций в едином информационном про-
странстве. Прототип такого пространства уже соз-
дан – это информационная система проекта «Ноев 
ковчег» (https://depo.msu.ru/), по состоянию на март 
2018 года содержащая информацию более чем о мил-
лионе единиц хранения. Выведение этой системы 
на всероссийский уровень даст мощнейший толчок 
к развитию наук о жизни в нашей стране и к внедре-
нию результатов фундаментальных исследований 
в практику. Именно расширение информационной 
системы проекта видится нам как одна из основных 
перспектив его развития.

Успех проекта «Ноев ковчег» во многом обуслов-
лен его междисциплинарностью. В частности, именно 
выполнение проекта позволило держателям класси-
ческих биологических коллекций МГУ осуществить 
их давнюю мечту, а именно, создать генетические 
и биохимические сервисные лаборатории, основной 
функцией которых является обслуживание дан-
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ных коллекций. Конечно, соответствующий анализ 
хранящихся в них образцов проводился и ранее, 
но в этом участвовали лаборатории, для которых этот 
вид деятельности не был основным, что, конечно же, 
сказывалось на эффективности работы. В настоя-
щее время любой вновь закладываемый на хранение 
в коллекции МГУ образец подвергается генетической 
и зачастую биохимической паспортизации; также 
появилась возможность анализа ДНК, выделяемой 
из музейных образцов. Нужно отметить работы с об-
разцами, проводимые при помощи разнообразных 
методов микроскопии. Очевидно, что такой подход 
позволяет получить более значимые научные ре-
зультаты. Не вызывает сомнений, что подобный син-
тез классических и современных методов исследова-
ния необходимо всячески поддерживать и развивать.

Таким образом, в качестве основных перспектив 
развития проекта «Ноев ковчег» следует отметить:

- расширение информационной системы проекта 
до всероссийского (в более дальней перспективе – 
до международного) уровня,

- развитие генетических, биохимических и физи-
ко-химических методов анализа образцов биологи-
ческих коллекций. 

Авторы выражают глубокую признательность 
коллективу исполнителей работ по гранту – 
команде проекта «Ноев ковчег». М.В. Калякин 
особенно благодарен И.Я. Павлинову за помощь 

в работе над статьей.
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ВВЕДЕНИЕ
Неконтролируемая агрегация белков определен-
ного типа с формированием патогистологических 
включений (протеинопатия) является важным ком-
понентом патогенеза многих нейродегенеративных 
заболеваний (НДЗ), включающих боковой амио-
трофический склероз (БАС). В этой связи создание 
препаратов, действие которых направлено на пода-
вление прогрессии протеинопатии, рассматривает-
ся как важное направление стратегии разработки 
патогенетической терапии НДЗ. Данные последних 
исследований, полученные независимо в различ-
ных лабораториях в различных странах, убедитель-
но доказали способность отечественного препарата 
Димебон (Latrepirdine), относящегося к группе гам-

ма-карболинов, подавлять прогрессию модельных 
протеинопатий в трансгенных животных. Наши дан-
ные показали эффективность применения Димебона 
и его производных для ингибирования прогрессии 
протеинопатий в модельных трансгенных системах 
с фенотипом БАС.

Боковой амиотрофический склероз – тяжелое 
заболевание нервной системы со специфическим 
поражением двигательных нейронов – характе-
ризуется протеинопатией, вызванной агрегацией 
ряда определенных белков. Ассоциация патогенной 
агрегации этих белков с развитием фенотипа БАС 
показана в многочисленных экспериментальных ис-
следованиях по моделированию основных механиз-
мов нейродегенеративного процесса, поражающего 

УДК 577.2, 577.29

Перспективы использования 
гамма-карболинов для разработки 
патогенетической терапии 
протеинопатий

В. И. Скворцова1, С. О. Бачурин2, А. А. Устюгов2*, М. С. Кухарский1,2, А. В. Дейкин3, 
В. Л. Бухман2,4, Н. Н. Нинкина2,4

1Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова 
Минздрава России, 117997, Москва, ул. Островитянова, 1, стр. 9
2Институт физиологически активных веществ РАН, 142432, Черноголовка, Северный пр., 1
3Институт биологии гена РАН, 119334, Москва, ул. Вавилова, 34/5
4Cardiff University, School of Biosciences, Sir Martin Evans Building, Museum Avenue, Cardiff, 
CF10 3AX
*E-mail: alexey@ipac.ac.ru
Поступила в редакцию 04.07.2018
Принята к печати 21.09.2018

РЕФЕРАТ Неконтролируемая агрегация белков, сопровождающаяся формированием специфических вклю-
чений, является важной составляющей патогенеза многих распространенных нейродегенеративных забо-
леваний, известных как протеинопатии. Промежуточные продукты этой агрегации токсичны для нейронов 
и вызывают их гибель. Стратегия разработки патогенетической терапии протеинопатий основывается 
на создании препаратов, способных как подавлять прогрессию протеинопатии, так и повышать выживае-
мость пораженных нейронов. Результаты десятилетних исследований, проведенных в отечественных и за-
падных ведущих лабораториях, позволили заключить, что обладающий нейропротекторным эффектом 
отечественный препарат Димебон (Latrepirdine) способен, как и ряд других соединений из группы гамма-
карболинов, модулировать течение нейродегенеративного процесса и в in vitro, и в in vivo модельных систе-
мах. Накопленные данные позволяют рассматривать гамма-карболины в качестве перспективной основы 
для разработки патогенетической терапии протеинопатий.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА БАС, Димебон, гамма-карболины, протеинопатия, трансгенные животные.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БАС – боковой амиотрофический склероз; НДЗ – нейродегенеративные заболева-
ния; FUS – от англ. Fused in sarcoma; TDP-43 – от англ. Transactive response DNA binding protein 43 kDa.
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двигательные нейроны [1–3]. При патогистологиче-
ском анализе идиопатических форм БАС в подавля-
ющем большинстве случаев в аутопсийном мате-
риале больных обнаруживаются внутриклеточные 
белковые включения, среди которых особое значе-
ние придается депозитам, сформированным ДНК/
РНК-связывающими белками TDP-43 и FUS [4–6]. 
Непосредственные механизмы, лежащие в осно-
ве патогенной агрегации этих белков и приводящие 
к дисфункции и гибели двигательных нейронов, 
могут быть в определенной степени специфичны-
ми для данного белка. Нет никаких сомнений в том, 
что процесс патогенной белковой агрегации играет 
важную роль в патогенезе всех форм БАС и являет-
ся очевидной мишенью для терапевтических вмеша-
тельств.

НЕЙРОПРОТЕКТОРНЫЕ СВОЙСТВА ГАММА-
КАРБОЛИНОВ
Данные независимых исследований ряда лабора-
торий позволили рассматривать соединения, от-
носящиеся к классу гамма-карболинов, как потен-
циальные нейропротекторные средства, которые, 
в частности, способны снижать уровень патогенной 
агрегации и/или активировать внутриклеточные за-
щитные механизмы, направленные на контролиру-
емую деградацию агрегированных форм белков [7, 
8]. Первые указания на такие свойства гамма-кар-
болинов были получены в работах по изучению при-
менения отечественного препарата Димебон для кор-
рекции когнитивной функции у больных с болезнью 
Альцгеймера (БА) – наиболее распространенным 
нейродегенеративным заболеванием, относящимся 
к группе протеинопатий [9, 10]. Более того, в клини-
ческих испытаниях, проведенных в нескольких цен-
трах, выявлено положительное влияние Димебона 
на когнитивную функцию пациентов с хореей 
Гентингтона [11]. Хотя в фазе III клинических ис-
пытаний Димебон, как и все разрабатываемые на се-
годняшний день препараты для патогенетической 
терапии БА, не был признан эффективным [12] (ско-
рее всего из-за исключительно высокой гетероген-
ности группы заболеваний, объединенных в нозоло-
гическую форму «болезнь Альцгеймера»), изучение 
механизмов действия этого препарата и его произ-
водных на прогрессию протеинопатии остается пред-
метом интенсивных исследований целого ряда лабо-
раторий [13]. Так, результаты недавно проведенного 
метаанализа позволили сделать заключение о по-
ложительном воздействии Димебона на показатели 
нейропсихотического статуса у пациентов с БА [14] 
и стали дополнительным стимулом для продолжения 
работ в данном направлении. Кроме того, показано, 
что в однородной модельной системе на основе транс-

генных животных Димебон подавляет развитие тау-
протеинопатии – одного из ключевых звеньев пато-
генеза БА [15]. Другой тип ключевой протеинопатии 
в патогенезе БА – церебральный амилоидоз – также 
подавлялся Димебоном у мышей TgCRND8 [16–18] 
и 3xTg-AD [19], но не на модели 5хFAD, характери-
зующейся более агрессивным течением амилоидоза 
[20]. Эти данные послужили основанием для расши-
рения спектра исследований действия гамма-карбо-
линов на прогрессию других типов протеинопатий, 
которым отводится важная роль в патогенезе нейро-
дегенеративных заболеваний.

ВЛИЯНИЕ ГАММА-КАРБОЛИНОВ НА ПРОГРЕССИЮ 
ПРОТЕИНОПАТИЙ, АССОЦИИРОВАННЫХ 
СО СПЕЦИФИЧЕСКИМ ПОРАЖЕНИЕМ 
ДВИГАТЕЛЬНЫХ НЕЙРОНОВ
В трансгенной мышиной модели с нейроспецифи-
ческой экспрессией гамма-синуклеина, воспроиз-
водящей основные характеристики патогенеза БАС 
[21, 22], хроническое введение Димебона замедляло 
прогрессию протеинопатии [23, 24]. При этом вы-
явлено существенное снижение содержания агре-
гированных нерастворимых в детергенте форм 
гамма-синуклеина в тканях пораженных участков 
нервной системы трансгенных мышей [25] и умень-
шение гамма-синуклеин-реактивных включений 
в пораженных отделах спинного мозга эксперимен-
тальных животных [21, 22]. Этот эффект оказался 
более выраженным, если введение начинали задол-
го до первых проявлений патологического процес-
са как по показателям клинической симптоматики, 
так и по данным гистологического анализа. Такая же 
особенность Димебона показана и на трансгенных 
мышах SOD1G93A: если Димебон начинали вводить 
задолго до ожидаемого возраста проявления сим-
птомов БАС-фенотипа, то дебют симптоматической 
стадии модельного заболевания регистрировали поз-
же, а продолжительность жизни животных увели-
чивалась [26]. Если же введение Димебона начинали 
в возрасте, близком к ожидаемому дебюту симпто-
матической стадии модельного заболевания, то эф-
фект от применения препарата был гораздо менее 
выраженным [27]. Ингибирующий прогрессию про-
теинопатии эффект Димебона и его производных 
был подтвержден нами на недавно созданной и счи-
тающейся наиболее адекватной модели специфиче-
ского поражения двигательных нейронов с феноти-
пом БАС – линии трансгенных мышей FUS1-359 [28, 
29]. В нервной системе этих мышей, как и у больных 
с FUS-ассоциированными формами БАС, патогисто-
логический анализ выявляет накопление аберрант-
ных форм FUS в составе характерных цитоплаз-
матических белковых агрегатов. И Димебон, и его 
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производные способны были модифицировать, хотя 
и с различной эффективностью, прогрессию FUS-
протеинопатии в нервной системе мышей FUS1-359 
[30]. Так, продолжительность жизни модельных жи-
вотных, получавших Димебон, статистически значи-
мо увеличивалась. Более того, перевод линии мышей 
FUS1-359 с генетического фона C57Bl/6J, на котором 
было выполнено большинство исследований в раз-
личных лабораториях, на генетический фон CD-1 
не повлиял на выраженность ингибирующего про-
теинопатию эффекта гамма-карболинов и не мо-
жет быть объяснен повышенной чувствительностью 
линии C57Bl/6J к гамма-карболинам [30]. Помимо 
увеличения продолжительности жизни у мышей 
FUS1-359, получавших Димебон или его производное, 
был отсрочен дебют симптоматической стадии мо-
дельного заболевания с развитием выраженного фе-
нотипа БАС, если введение соединений было начато 
на ранних скрытых стадиях FUS-протеинопатии [31]. 
Вместе с тем, механизм такого действия Димебона 
до сих пор остается неясным. Имеющиеся на сегод-
няшний день данные биохимических исследований, 
экспериментов на клеточных культурах и на живот-
ных говорят о том, что Димебон является мультитар-
гетным препаратом, способным влиять на целый ряд 
внутриклеточных процессов и на различные патоге-
нетические пути в пораженных нейродегенератив-
ными изменениями нейронах и в других клетках [7]. 

В частности, Димебон способен модулировать 
функционирование рецепторов, каналов и менять 
кинетику сигнальных ферментов [9, 32–35], а также 
стабилизировать работу митохондрий [36, 37]. Но, по-
жалуй, наиболее значимым свойством Димебона, ко-
торое позволяет рассматривать его в качестве базо-
вого соединения при разработке подходов к лечению 
протеинопатий, является способность ингибировать 
накопление патогенных белковых агрегатов в клетке. 

ПОДАВЛЕНИЕ ГАММА-КАРБОЛИНАМИ ПРОЦЕССОВ 
НАКОПЛЕНИЯ ПАТОГИСТОЛОГИЧЕСКИХ БЕЛКОВЫХ 
ВКЛЮЧЕНИЙ В ЦИТОПЛАЗМЕ НЕЙРОНОВ
Способность Димебона препятствовать накоплению 
в телах нейронов патогенных белковых включений 
впервые была продемонстрирована в наших совмест-
ных исследованиях с лабораториями М. Хасегавы 
и М. Гедерта на клеточных культурах, продуциру-
ющих аберрантную, обладающую высоким агрега-
ционным потенциалом, форму РНК-связывающего 
белка TDP-43 [38, 39]. Обнаруженный эффект был 
подтвержден в другой клеточной модели с агрегаци-

ей РНК-связывающего белка FUS. Нами показано, 
что при FUS-протеинопатии добавление Димебона 
и его производных к культивируемым клеткам ней-
робластомы человека снижало как содержание не-
растворимых форм белка в цитоплазматической 
фракции, так и количество формируемых в цито-
плазме белковых включений (неопубликованные 
данные). Последующие исследования, выполненные 
на различных модельных системах протеинопатий, 
подтвердили обнаруженный нами эффект, который, 
как мы полагали, связан с активацией аутофагосом-
ной системы в клетках, обработанных Димебоном [16, 
40–42]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, результаты десятилетних исследо-
ваний, проведенных в отечественных и западных 
ведущих лабораториях, позволяют с уверенностью 
заключить, что соединения из ряда гамма-карболи-
нов действительно способны подавлять прогрессию 
определенных типов протеинопатий и, как в слу-
чае с моделями БАС, замедлять развитие фенотипа 
нейродегенеративных процессов в in vivo моделях. 
Именно модуляция процессов агрегации белков, во-
влеченных в механизмы протеинопатии, рассма-
тривается в качестве важного элемента концепции 
разработки патогенетической терапии нейродегене-
ративных заболеваний [43]. В настоящее время име-
ется достаточно оснований для того, чтобы отнести 
отечественный препарат Димебон и его производные 
к группе перспективных соединений, на основе кото-
рых могут создаваться новые соединения этого ряда 
с улучшенными показателями фармакокинетики 
и эффективности действия и которые могут быть ис-
пользованы в составе комплексной патогенетической 
терапии социально значимых нейродегенеративных 
болезней. 

Исследование нейродегенеративных процессов 
в модельных системах поддержано грантом РНФ 
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РАН «Фундаментальные исследования для 

биомедицинских технологий».



62 | ACTA NATURAE |  ТОМ 10  № 4 (39)  2018

ОБЗОРЫ

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Skvortsova V.I., Bachurin S.O., Razinskaia O.D., 

Smirnov A.P., Kovrazhkina E.A., Pochigaeva K.I., Ninkina 
N.N., Shelkovnikova T.A., Ustiugov A.A. // Zh. Nevrol. 
Psikhiatr. im. S.S. Korsakova. 2011. V. 111. № 2. P. 4–9.

2. Bachurin S., Ninkina N., Tarasova T., Shelkovnikova T., 
Kovrazhkina E., Smirnov A., Razinskaia O., Skvortsova V. // Zh. 
Nevrol. Psikhiatr. im. S.S. Korsakova. 2013. V. 113. № 10. P. 74.

3. Bachurin S., Ninkina N., Tarasova T., Shelkovnikova T., 
Kovrazhkina E., Smirnov A., Razinskaya O., Skvortsova V. // 
Zh. Nevrol. Psikhiatr. im. S.S. Korsakova. 2013. V. 113. № 9. P. 86.

4. Mackenzie I.R., Bigio E.H., Ince P.G., Geser F., Neumann M., 
Cairns N.J., Kwong L.K., Forman M.S., Ravits J., Stewart H., et 
al. // Ann. Neurol. 2007. V. 61. № 5. P. 427–434.

5. Neumann M., Sampathu D.M., Kwong L.K., Truax A.C., 
Micsenyi M.C., Chou T.T., Bruce J., Schuck T., Grossman M., 
Clark C.M., et al. // Science. 2006. V. 314. № 5796. P. 130–133.

6. Scotter E.L., Chen H.J., Shaw C.E. // Neurotherapeutics. 2015. 
V. 12. № 2. P. 352–363.

7. Ustyugov A., Shevtsova E., Bachurin S. // Mol. Neurobiol. 
2015. V. 52. № 2. P. 970–978.

8. Ustyugov A., Shevtsova E., Barreto G.E., Ashraf G.M., 
Bachurin S.O., Aliev G. // Curr. Med. Chem. 2016. doi: 10.2174/0
929867323666160804122746. 

9. Bachurin S., Bukatina E., Lermontova N., Tkachenko S., 
Afanasiev A., Grigoriev V., Grigorieva I., Ivanov Y., Sablin S., 
Zefirov N. // Ann. N.Y. Acad. Sci. 2001. V. 939. Р. 425–435.

10. Doody R.S., Gavrilova S.I., Sano M., Thomas R.G., Aisen P.S., 
Bachurin S.O., Seely L., Hung D., Dimebon I. // Lancet. 2008. 
V. 372. № 9634. P. 207–215.

11. Kieburtz K., McDermott M.P., Voss T.S., Corey-Bloom J., Deue 
L.M., Dorsey E.R., Factor S., Geschwind M.D., Hodgeman K., 
Kayson E., et al. // Arch. Neurol. 2010. V. 67. № 2. P. 154–160.

12. Bharadwaj P.R., Bates K.A., Porter T., Teimouri E., Perry 
G., Steele J.W., Gandy S., Groth D., Martins R.N., Verdile G. // 
Transl. Psychiatry. 2013. V. 3. e332.

13. Bachurin S.O., Bovina E.V., Ustyugov A.A. // Med. Res. Rev. 
2017. V. 37. № 5. P. 1186–1225.

14. Cano-Cuenca N., Solis-Garcia del Pozo J.E., Jordan J. // J. 
Alzheimers Dis. 2014. V. 38. № 1. P. 155–164.

15. Peters O.M., Connor-Robson N., Sokolov V.B., Aksinenko 
A.Y., Kukharsky M.S., Bachurin S.O., Ninkina N., Buchman 
V.L. // J. Alzheimers Dis. 2013. V. 33. № 4. P. 1041–1049.

16. Steele J.W., Gandy S. // Autophagy. 2013. V. 9. № 4. P. 617–618.
17. Steele J.W., Lachenmayer M.L., Ju S., Stock A., Liken J., Kim 

S.H., Delgado L.M., Alfaro I.E., Bernales S., Verdile G., et al. // 
Mol. Psychiatry. 2013. V. 18. № 8. P. 889–897.

18. Wang J., Ferruzzi M.G., Varghese M., Qian X., Cheng A., Xie 
M., Zhao W., Ho L., Pasinetti G.M. // Mol. Neurodegener. 2011. 
V. 6. № 1. P. 7.

19. Perez S.E., Nadeem M., Sadleir K.R., Matras J., Kelley 
C.M., Counts S.E., Vassar R., Mufson E.J. // Int. J. Physiol. 
Pathophysiol. Pharmacol. 2012. V. 4. № 3. P. 115–127.

20. Peters O.M., Shelkovnikova T., Tarasova T., Springe 
S., Kukharsky M.S., Smith G.A., Brooks S., Kozin S.A., 
Kotelevtsev Y., Bachurin S.O., et al. // J. Alzheimers Dis. 2013. 
V. 36. № 3. P. 589–596.

21. Ninkina N., Peters O., Millership S., Salem H., van der 
Putten H., Buchman V.L. // Hum. Mol. Genet. 2009. V. 18. № 10. 
P. 1779–1794.

22. Peters O.M., Millership S., Shelkovnikova T.A., Soto I., 
Keeling L., Hann A., Marsh-Armstrong N., Buchman V.L., 
Ninkina N. // Neurobiol. Dis. 2012. V. 48. № 1. P. 124–131.

23. Bachurin S.O., Shelkovnikova T.A., Ustyugov A.A., Peters O., 
Khritankova I., Afanasieva M.A., Tarasova T.V., Alentov I.I., 

Buchman V.L., Ninkina N.N. // Neurotox. Res. 2012. V. 22. № 1. 
P. 33–42.

24. Bachurin S.O., Ustyugov A.A., Peters O., Shelkovnikova 
T.A., Buchman V.L., Ninkina N.N. // Dokl. Biochem. Biophys. 
2009. V. 428. Р. 235–238.

25. Ustyugov A.A., Shelkovnikova T.A., Kokhan V.S., 
Khritankova I.V., Peters O., Buchman V.L., Bachurin S.O., 
Ninkina N.N. // Bull. Exp. Biol. Med. 2012. V. 152. № 6. 
P. 731–733.

26. Coughlan K.S., Mitchem M.R., Hogg M.C., Prehn J.H. // 
Neurobiol. Aging. 2015. V. 36. № 2. P. 1140–1150.

27. Tesla R., Wolf H.P., Xu P., Drawbridge J., Estill S.J., 
Huntington P., McDaniel L., Knobbe W., Burket A., Tran S., et 
al. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2012. V. 109. № 42. P. 17016–
17021.

28. Shelkovnikova T.A., Peters O.M., Deykin A.V., Connor-
Robson N., Robinson H., Ustyugov A.A., Bachurin S.O., 
Ermolkevich T.G., Goldman I.L., Sadchikova E.R., et al. // J. 
Biol. Chem. 2013. V. 288. № 35. P. 25266–25274.

29. Deikin A.V., Kovrazhkina E.A., Ovchinnikov R.K., 
Bronovitskii E.V., Razinskaia O.D., Smirnov A.P., Ermolkevich 
T.G., Eliakov A.B., Popov A.N., Fedorov E.N., et al. // Zh. 
Nevrol. Psikhiatr. im. S.S. Korsakova. 2014. V. 114. № 8. 
P. 62–69.

30. Bronovitsky E.V., Deikin A.V., Ermolkevich T.G., Elyakov 
A.B., Fedorov E.N., Sadchikova E.R., Goldman I.L., 
Ovchinnikov R.K., Roman A.Y., Khritankova I.V., et al. // Dokl. 
Biochem. Biophys. 2015. V. 462. Р. 189–192.

31. Maltsev A.V., Deykin A.V., Ovchinnikov R.K., Chicheva 
M.M., Kovrazhkina E.A., Razinskaya O.D., Bronovitsky 
E.V., Budevich A.I., Kirikovich Y.K., Bachurin S.O., et al. // 
Zh. Nevrol. Psikhiatr. im. S.S. Korsakova. 2017. V. 117. № 4. 
P. 64–67.

32. Schaffhauser H., Mathiasen J.R., Dicamillo A., Huffman 
M.J., Lu L.D., McKenna B.A., Qian J., Marino M.J. // Biochem. 
Pharmacol. 2009. V. 78. № 8. P. 1035–1042.

33. Wu J., Li Q., Bezprozvanny I. // Mol. Neurodegener. 2008. 
V. 3. P. 15.

34. Wang C.C., Kuo J.R.,Wang S.J. // Eur. J. Pharmacol. 2014. 
V. 734. P. 67–76.

35. Weisova P., Alvarez S.P., Kilbride S.M., Anilkumar U., 
Baumann B., Jordan J., Bernas T., Huber H.J., Dussmann H., 
Prehn J.H. // Transl. Psychiatry. 2013. V. 3. e317.

36. Zhang S., Hedskog L., Petersen C.A., Winblad B., Ankarcrona 
M. // J. Alzheimers Dis. 2010. V. 21. № 2. P. 389–402.

37. Eckert S.H., Eckmann J., Renner K., Eckert G.P., Leuner K., 
Muller W.E. // J. Alzheimers Dis. 2012. V. 31. № 1. P. 21–32.

38. Yamashita M., Nonaka T., Arai T., Kametani F., Buchman 
V.L., Ninkina N., Bachurin S.O., Akiyama H., Goedert M., 
Hasegawa M. // FEBS Lett. 2009. V. 583. № 14. P. 2419–2424.

39. Кухарский М.С., Хританкова И.В., Лыткина О.А., Овчин-
ников Р.К., Устюгов А.А., Шелковникова Т.А., Броновицкий 
Е.В., Кохан В.С., Нинкина Н.Н., Бачурин С.О. // Патогенез. 
2013. V. 11. № 1. P. 53–60.

40. Khritankova I.V., Kukharskiy M.S., Lytkina O.A., Bachurin 
S.O., Shorning B.Y. // Dokl. Biochem. Biophys. 2012. V. 446. 
P. 251–253.

41. Steele J.W., Ju S., Lachenmayer M.L., Liken J., Stock A., Kim 
S.H., Delgado L.M., Alfaro I.E., Bernales S., Verdile G., et al. // 
Mol. Psychiatry. 2013. V. 18. № 8. P. 882–888.

42. Bharadwaj P.R., Verdile G., Barr R.K., Gupta V., Steele J.W., 
Lachenmayer M.L., Yue Z., Ehrlich M.E., Petsko G., Ju S., et al. 
// J. Alzheimers Dis. 2012. V. 32. № 4. P. 949–967.

43. Kumar V., Sami N., Kashav T., Islam A., Ahmad F., Hassan 
M.I. // Eur. J. Med. Chem. 2016. V. 124. P. 1105–1120.



 ТОМ 10  № 4 (39)  2018 | ACTA NATURAE | 63

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Обыкновенные мармозеты (Callithrix jacchus) – игрунковые обезьяны Нового Света, широко ис-
пользуются в биомедицинских исследованиях. Нами представлены оптимизированные протоколы оценки 
параметров адаптивного клеточного иммунитета мармозет, включая оценку субпопуляционного состава 
лимфоцитов и определение основных маркеров созревания и активации Т- и В-клеток методом проточ-
ной цитометрии с использованием панели флуоресцентно меченных антител. Образцы цельной крови 
восьми мармозет окрашивали флуоресцентно меченными моноклональными антителами к популяци-
онным маркерам (CD45, CD3, CD20, CD4, CD8) и маркерам созревания и активации лимфоцитов (CD69, 
CD62L, CD45RO, CD107a и CD27) и анализировали методом проточной цитометрии. Популяция CD45+ 
клеток включала 22.7 ± 5.5% CD3–CD20+ клеток и 67.6 ± 6.3% CD3+CD20– клеток. Популяция CD3+ клеток 
состояла из 55.7 ± 5.5% CD3+CD4+CD8– и 34.3 ± 3.7% CD3+CD4–CD8+. Маркеры активации и созревания 
лимфоцитов выявлены в соответствующих популяциях в следующих пропорциях: CD62L на 54.0 ± 10.7% 
CD3+CD4+ и 74.4 ± 12.1% CD3+CD8+ клеток; CD69 на 2.7 ± 1.2% CD3+CD4+ и 1.2 ± 0.5% CD3+CD8+ клеток; 
CD45RO на 1.6 ± 0.6% CD3+CD4+ и 1.8 ± 0.7% CD3+CD8+ клеток; CD107a на 0.7 ± 0.5% CD3+CD4+ и 0.5 ± 0.3% 
CD3+CD8+ клеток; CD27 на 94.6 ± 2.1% CD3+ и 8.9 ± 3.9% CD20+ клеток. Доля CD3+CD4+CD45RO+ клеток 
у самок и самцов значимо различалась (1.9 ± 0.5% у самок и 1.1 ± 0.2% у самцов; p < 0.05). Доля CD20+CD27+ 
клеток значимо коррелировала с возрастом животных (r = 0.923, p <0.005). Определены базовые параме-
тры адаптивного клеточного иммунитета, характерные для интактных мармозет, не имеющих маркеров 
системной иммунной активации. Знание этих параметров и проведение описанных процедур необходимы 
для оценки изменений иммунного статуса мармозет под воздействием профилактических и терапевтиче-
ских иммунобиологических препаратов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА адаптивный клеточный ответ, обыкновенные мармозеты, проточная цитометрия, 
Callithrix jacchus.
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ВВЕДЕНИЕ
Обыкновенные игрунки (Callithrix jacchus, мармо-
зеты) – маленькие приматы Нового Света, все чаще 
применяемые для моделирования патологических 
состояний человека, включая инфекционные, не-
врологические и онкологические заболевания [1, 2]. 
В силу высокой восприимчивости к инфекционным 
болезням человека мармозеты представляют собой 
уникальную приматную модель для изучения ви-
русных, протозойных, бактериальных и прионных 
заболеваний [3] и служат идеальной платформой 
для доклинических исследований эффективности 
и безопасности новых вакцин и иммуномодулиру-
ющих препаратов [4]. Значимыми преимуществами 
использования мармозет в биомедицинских иссле-
дованиях являются их малый размер, эволюционная 
близость к человеку, относительная простота содер-
жания, а также быстрое половое созревание и не-
большая средняя продолжительность жизни, что по-
зволяет обеспечить высокую скорость увеличения 
и уменьшения численности колонии в соответствии 
с экспериментальной необходимостью [3]. 

Эволюционная близость мармозет к человеку по-
зволяет применять в работе с ними аналитические 
методики, успешно используемые при работе с био-
логическими материалами, полученными от челове-
ка. В то же время во многих биологических аспектах 
мармозеты имеют значимые отличия от других видов 
нечеловекообразных приматов [5]. Иммунологически 
мармозеты, как и другие игрунковые, представляют 
собой исключение из общего правила стабильности 
локусов MHC класса I [6, 7]. Каждый род игрунко-
вых обезьян (Callitrichidae) обладает своим собствен-
ным набором генов MHC класса I и не имеет локусов, 
сравнимых с MHC класса I (HLA-A, -B и -C) челове-
ка. Локусы MHC класса I мармозет обладают огра-
ниченной изменчивостью при относительно высокой 
частоте смены поколений, что приводит к низкому 
уровню или полному отсутствию различий иммунно-
го ответа на инфекционные патогены и опухолевые 
антигены у отдельных представителей данного вида 
[5]. Изменчивость локусов MHC класса II также весь-
ма ограничена [8]. Совокупность упомянутых факто-
ров делает мармозет очень восприимчивыми к вирус-
ным заболеваниям [9–11], в частности, к вызванным 
онкогенными вирусами инфекциям, приводящим 
к формированию спонтанных опухолей [12–15]. 
Ранние работы, выявившие повышенную воспри-
имчивость мармозет к онкогенным вирусам, нашли 
подтверждение в экспериментах по их заражению 

вирусами саркомы и лимфотропными герпесвируса-
ми [16–18]. Сходные спонтанные новообразования на-
блюдаются у человека при лимфоме Беркитта и на-
зофарингеальной карциноме, что делает мармозет 
ценной моделью для тестирования соответствующих 
противовирусных препаратов и иммунотерапевтиче-
ских средств, включая профилактические и терапев-
тические вакцины против онкогенных вирусов чело-
века. В силу низкого уровня изменчивости иммунного 
ответа между отдельными животными такие иссле-
дования дают высоковоспроизводимые результаты, 
несмотря на аутбредную природу эксперименталь-
ных групп.

Оценка эффективности иммунотерапевтических 
средств, уровня поствакцинального иммунного от-
вета, а также безопасности применяемых иммуно-
биологических препаратов требует тщательного 
описания иммунного статуса экспериментальных 
животных в норме и при активации. Один из основ-
ных применяемых с этой целью методов – проточная 
цитометрия с использованием моноклональных анти-
тел к поверхностным и внутриклеточным антигенам. 
Несмотря на высокую гомологию маркерных молекул 
клеточных популяций человека и нечеловекообраз-
ных обезьян, показано, что ряд клонов коммерчески 
доступных антител против CD антигенов человека 
не реагирует с соответствующими антигенами мар-
мозет [19–21]. 

В результате нашей работы определен перечень 
клонов антител, способных эффективно связывать-
ся с CD антигенами мармозет, также методом про-
точной цитометрии идентифицированы параметры 
иммунного статуса не иммунизированных («интакт-
ных») животных.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Условия содержания и ухода за животными со-
ответствовали положениям Европарламента 
и Директивы Европейского совета по защите живот-
ных, используемых в научных целях (2010/63/EU), 
а также Руководству Национальных институтов 
здравоохранения США по использованию и ухо-
ду за лабораторными животными. Животных со-
держали попарно в клетках из прутьев (размер 
клетки 80 × 55 × 130 см) с деревянными спальны-
ми ящиками и ветвями для лазания. Мочу и фе-
калии удаляли ежедневно путем замены лотков. 
Комнатную температуру и относительную влаж-
ность поддерживали на уровне 27 ± 2°С и 60–80% 
соответственно. Автоматическая система контроля 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ CD – кластер дифференцировки; ФМО – контроль флуоресценции минус один; 
FSC – прямое светорассеяние; HEPA – воздушный фильтр с высокоэффективным удалением частиц; HLA – 
человеческие лейкоцитарные антигены; M ± σ – среднее значение ± стандартное отклонение; МЕ – между-
народная единица; MHC – главный комплекс гистосовместимости; SSC – боковое светорассеяние.
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освещения была установлена на 12-часовой цикл 
смены режимов день/ночь. Система вентиляции 
обеспечивала 8-кратный ежечасный воздухообмен 
с HEPA-фильтрацией. Мармозеты получали видо-
специфическую диету, не изменявшуюся по ходу 
эксперимента, и имели свободный круглосуточный 
доступ к воде. Качество воды и кормов контролиро-
вали на регулярной основе.

Протокол исследования был одобрен Этическим ко-
митетом Федерального научного центра исследований 
и разработки иммунобиологических препаратов им. 
М.П. Чумакова (ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН, 
Москва, Россия). Исследование включало восемь жи-
вотных (три самца и пять самок возрастом от 23 до 48 
месяцев и весом 360–400 г), выведенных и содержав-
шихся в экспериментальной клинике игрунковых 
обезьян ФГБНУ ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН. 
Эксперименты проводил специалист, прошедший 
курс обучения работе с нечеловеческими приматами 
(Каролинский институт, Стокгольм, Швеция). Режим 
содержания животных во время проведения процедур 
не изменялся относительно стандарта. Ухудшений 
в состоянии здоровья животных в ходе двухнедель-
ного эксперимента и в течение двух недель после его 
окончания не выявлено. Индивидуальную иденти-
фикацию животных производили с использованием 
подкожных радиочипов с уникальными 15-значными 
кодами (Globalvet, Москва, Россия). Идентификаторы 
в таблицах представляют собой последние четыре 
цифры кода радиочипа.

Образцы венозной крови объемом 2 мл были по-
лучены от восьми мармозет путем пункции бедрен-
ной вены с использованием трехкомпонентных 
шприцев объемом 2.5 мл с иглами 25G, в которые 
предварительно набирали 25 МЕ натрий-гепарина 
(«Белмедпрепараты», Минск, Республика Беларусь) 
на 1 мл взятой крови. Аликвоты цельной крови объ-
емом 50 мкл на один тест инкубировали в течение 30 
мин при температуре 22oC с предварительно приго-
товленной смесью флуоресцентно меченных анти-
тел следующих клонов: PE mouse anti-marmoset 
CD45 (BioLegend, Сан-Диего, США; клон 6C9; кат. 
250204); Alexa Fluor 700 mouse anti-human CD3 
(BD, Нью-Джерси, США; клон SP34-2, кат. 557917); 
FITC mouse anti-human CD20 (Beckman Coulter, 
Бреа, США; клон H299; кат. 6602381); PerCP-Cy5.5 
Mouse Anti-Human CD4 (BD, клон L200, кат. 552838); 
PE anti-marmoset CD8 (BioLegend, клон 6F10, кат. 
250304); APC mouse anti-human CD69 (BD, клон L78, 
кат. 654663); BV421 Mouse Anti-Human CD62L (BD, 
клон SK11, кат. 743207); PE/Cy7 anti-human CD45RO 
(BioLegend, клон UCHL1, кат. 304230); BV421 Mouse 
Anti-Human CD107a (BD, клон H4A3, кат. 562623); 
APC anti-human CD27 (BioLegend, клон M-T271, кат. 

356409). После инкубации с указанными антителами 
образцы обрабатывали 1 мл буфера для лизиса эри-
троцитов (BioLegend, кат. 420301) в течение 15 мин 
при комнатной температуре и однократно отмывали 
путем центрифугирования в 1 мл фосфатно-солевого 
буфера при скорости 2000 g. Образцы анализировали 
на проточном цитометре BD FACSAria III (BD) в те-
чение 30 мин после окрашивания. Реактивность каж-
дого моноклонального антитела определяли как про-
цент окрашенных клеток по сравнению с клетками, 
окрашенными всеми другими антителами, за исклю-
чением тестируемого (контроль флуоресценции ми-
нус один [ФМО]).

Статистический анализ проводили с использова-
нием t-теста для нормально распределенных значе-
ний и непараметрических тестов ранговой корреля-
ции Спирмена и теста Манна–Уитни, выполненных 
с помощью пакета программ статистической обра-
ботки STATISTICA AXA 10 (TIBCO Software, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
К настоящему времени опубликовано лишь несколь-
ко работ, рассматривающих применимость различ-
ных коммерчески доступных моноклональных анти-
тел для цитометрического анализа клеток мармозет 
[19–21]. В ходе данного исследования нами был от-
работан протокол определения иммунного статуса 
мармозет методом проточной цитометрии с много-
цветной панелью флуоресцентно меченных антител 
к поверхностным антигенам основных субпопуляций 
лимфоцитов и к маркерам созревания и активации Т- 
и В-клеток. Используя данную методику, мы охарак-
теризовали иммунный статус интактных мармозет. 
В частности, определено процентное соотношение 
основных субпопуляций T- и В-лимфоцитов (CD45+, 
CD45+CD3–CD20+, CD45+CD3+CD20–, CD3+CD4+CD8–, 
CD3+CD4–CD8+) и уровень экспрессии этими клетка-
ми маркеров созревания и активации (CD27, CD62L, 
CD69, CD45RO, CD107a). Стратегия определения по-
пуляций и анализ результатов окрашивания пред-
ставлены на рис. 1 и 2 на примере одной мармозеты 
(ID 4540).

Доли клеток периферической крови мармозет, 
окрашиваемых рецепторспецифическими антите-
лами, представлены в таблице. CD45+ лейкоциты 
составляли 54.3 ± 11.8% от общего количества кле-
ток после лизиса эритроцитов. CD45+ популяция 
содержала 22.7 ± 5.5% B-клеток (CD45+CD3–CD20+) 
и 67.6 ± 6.3% Т-клеток (CD45+CD3+CD20–). Среди 
CD3+ клеток 55.7 ± 5.5% составляли Т-хелперы 
(CD3+CD4+CD8–), 34.3 ± 3.7% – цитотоксические 
Т-клетки (CD3+CD4–CD8+). Соотношения популя-
ций B- и T-клеток мармозет, включая субпопуляции 
CD4+ и CD8+ клеток, соответствовали данным [20, 22], 
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а также показателям, характерным для здоровых 
людей [23, 24]. 

Маркеры активации и созревания лимфоцитов 
были представлены в ранее упомянутых субпопу-
ляциях клеток в следующих соотношениях: CD62L 
(L-селектин; сигнал хоуминга лимфоцитов, расще-
пляется в ходе активации клеток): на 54.0 ± 10.7% 
CD3+CD4+ клеток и на 74.4 ± 12.1% CD3+CD8+ кле-
ток; CD69 (ранний маркер Т-клеточной активации): 
на 2.7 ± 1.2% CD3+CD4+ клеток и 1.2 ± 0.5% CD3+CD8+ 
клеток; CD45RO (активированные Т-клетки памяти): 
на 1.6 ± 0.6% CD3+CD4+ клеток и 1.8 ± 0.7% CD3+CD8+ 
клеток; CD107a (активированные Т-клетки): 
на 0.7 ± 0.5% CD3+CD4+ клеток и 0.5 ± 0.3% CD3+CD8+ 
клеток; CD27 (представитель суперсемейства ре-

цепторов фактора некроза опухолей-7 (TNFRSF7); 
B-клетки памяти, зрелые T-клетки): на 94.6 ± 2.1% 
T-клеток (CD20–CD3+). Значения находились в пре-
делах, описанных в недавно опубликованном иссле-
довании распределения различных популяций и суб-
популяций иммунных клеток, проведенном Neumann 
и соавт. [21]. 

В то же время мы обнаружили более низкое, в срав-
нении с [21], относительное количество В-клеток 
памяти CD45+CD20+CD27+ (8.9 ± 3.9%), что свиде-
тельствует о низком уровне активации В-клеток. 
Мы объясняем эти наблюдения более молодым, чем 
в [21], средним возрастом мармозет, вошедших в наше 
исследование (29.3 ± 8.0 месяцев, таблица). Наряду 
с этим, доли субпопуляций Т-клеток CD62L+CD4+ 
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Рис. 1. Выделение популяций и результаты окрашивания популяций T- и B-клеток интактных мармозет (ID 4540). 
Графики светорассеивания FSC-A/SSC-A (А) и исключения неодиночных клеток (Б) использовали для выделения 
популяции CD45+ лейкоцитов (В). Доли окрашенных CD45+CD20+ (Г) и CD45+CD3+ (Е) клеток представлены в со-
ответствующих полях относительно популяции CD45+. Доли окрашенных клеток CD3+CD27+ и CD20+CD27+ (Д) 
представлены в соответствующих полях относительно популяций CD3+ и CD20+ клеток соответственно. Реактив-
ность каждого моноклонального антитела определяли как процент позитивно окрашенных клеток по сравнению 
с клетками, окрашенными всеми другими антителами, за исключением одного тестируемого (контроль ФМО). 
В каждом случае при цитометрии оценивали 150 000 событий
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и CD62L+CD8+ в нашей работе были ниже, чем в рабо-
те Yoshida и соавт. [25], что может указывать на акти-
вацию Т-клеток. Интересно, что доля активированных 
В-клеток CD20+CD27+ коррелировала с долей неак-
тивных Т-хелперов CD3+CD4+CD62L+, но не цитоток-
сических Т-лимфоцитов CD3+CD8+CD62L+ (r = 0.902; 
p = 0.006; тест ранговой корреляции Спирмена). 
Других признаков системной иммунной активации 
выявлено не было. 

Как состав субпопуляций лимфоцитов, так и уров-
ни активации Т- и В-клеток были одинаковы-
ми у самцов и самок. Единственное статистиче-
ски значимое различие было выявлено в доле 
CD3+CD4+CD45RO+ клеток (1.9 ± 0.5% у самок против 
1.1 ± 0.2 у самцов; t = 2.5658, df = 6, p = 0.0426; t-тест). 

Наблюдаемые доли CD3+CD4+CD45RO+ клеток у сам-
цов и самок находились в рамках значений, описан-
ных для интактных животных [20]. 

Возраст мармозет, использованных в исследова-
нии, был неоднородным, одно животное было зна-
чительно старше других (№ 3016, таблица). В этой 
связи мы проанализировали взаимосвязь между воз-
растом и оцениваемыми иммунными параметрами. 
Доля В-клеток памяти CD45+CD20+CD27+ достовер-
но коррелировала с возрастом животных (r = 0.923, 
p = 0.0011; тест ранговой корреляции Спирмена). 
Более того, статистически значимая корреляция 
наблюдалась и при исключении из анализа данных 
мармозеты № 3016 (r = 0.798; p = 0.03). Наблюдаемая 
корреляция подтверждает наше предположение 

Рис. 2. Результаты выявления маркеров созревания и активации у интактных мармозет (ID 4540). Доля окра-
шенных CD3+CD4+ и CD3+CD8+ (А) клеток представленa в соответствующих полях относительно популяции 
CD45+CD3+ (Б) клеток. Доли окрашенных CD45RO+ (В), CD69+ (Г), CD107a+ (Д) и CD62L+ (Е) клеток представлены 
в соответствующих полях относительно популяций CD3+CD4+ и CD3+CD8+ клеток. Реактивность каждого моно-
клонального антитела определяли как процент позитивно окрашенных клеток по сравнению с клетками, окра-
шенными всеми другими антителами, за исключением одного тестируемого (контроль ФМО). В каждом случае 
при цитометрии оценивали 150 000 событий
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Доля окрашенных периферических клеток крови у интактных мармозет

Параметр
ID, параметр, %

Итого,
M±σ, %Самки Самцы

2996 2998 0519 3016 2997 M±σ 2994 4540 4520 M±σ
Возраст, месяцы 29 29 23 48 25 30.8 ± 10.0 30.0 25.0 25.0 26.7 ± 2.9 29.3 ± 8.0

CD45+* 67.5 64.5 62.3 43.5 43.2 56.2 ± 11.9 42.1 44.3 66.6 51.0 ± 13.6 54.3 ± 11.8

CD45+CD3–CD20+ 28.7 32.4 17.7 17.5 20.4 23.3 ± 6.8 22.3 24.3 18.4 21.7 ± 3.0 22.7 ± 5.5

CD45+CD20+CD27+ 8.3 11.8 5.9 17 7.9 10.2 ± 4.4 8.9 7.0 4.7 6.9 ± 2.1 8.9 ± 3.9

CD45+CD3+CD20– 62.4 57.6 69.6 74.7 64.4 65.7 ± 6.6 66.5 68.5 76.9 70.6 ± 5.5 67.6 ± 6.3

CD45+CD3+CD27+ 93.9 93.2 96.2 98.4 93.2 95.0 ± 2.3 91.8 95.8 94.6 94.1 ± 2.1 94.6 ± 2.1

CD3+CD4–CD8+ 39.2 32.7 34.4 40 32.9 35.8 ± 3.5 33.2 33.6 28.5 31.8 ± 2.8 34.3 ± 3.7

CD3+CD8+CD62L+ 72.7 81.2 89.3 86.7 51.8 76.3 ± 15.1 76.4 65.2 72.0 71.2 ± 5.6 74.4 ± 12.1

CD3+CD8+CD69+ 0.9 1.1 1.6 1.9 0.3 1.2 ± 0.6 1.2 1.8 1.0 1.3 ± 0.4 1.2 ± 0.5

CD3+CD8+CD45RO+ 2 2.4 1.8 1.8 0.8 1.8 ± 0.6 2.0 0.8 0.7 1.2 ± 0.7 1.8 ± 0.7

CD3+CD8+CD107a+ 0.9 0.5 0.8 0.5 0 0.5 ± 0.4 0.2 0.7 0.2 0.4 ± 0.3 0.5 ± 0.3

CD3+CD4+CD8– 49.9 57.7 51.2 49.7 57.8 53.3 ± 4.1 55.5 57.8 66.1 59.8 ± 5.6 55.7 ± 5.5

CD3+CD4+CD62L+ 47.3 56 73.8 66 43 57.2 ± 12.8 49.1 48.6 47.8 48.5 ± 0.7 54.0 ± 10.7

CD3+CD4+CD69+ 1.1 2.3 3.8 4.2 1.7 2.6 ± 1.3 2.0 4.0 2.7 2.9 ± 1.0 2.7 ± 1.2

CD3+CD4+CD45RO+ 2 1.7 2.3 2.4 1.1 1.9 ± 0.5** 1.3 0.9 1.0 1.1 ± 0.2** 1.6 ± 0.6

CD3+CD4+CD107a+ 1.2 0.6 1.5 0.9 0.2 0.9 ± 0.5 0.2 0.9 0.4 0.5 ± 0.4 0.7 ± 0.5

 *Cреди популяции лимфоцитов, гейтированных на основе графика FSC-A/SSC-A при исключении неодиночных 
клеток.
**Cтатистически значимые различия (p < 0.05).

о связи относительно низкой доли В-клеток памяти 
с молодым возрастом животных. Другие иммуноло-
гические параметры иммунного статуса мармозет 
не зависели от возраста (p > 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе нами определены базовые параме-
тры статуса иммунной системы мармозет различно-
го пола и возраста, характерные для интактных жи-
вотных и необходимые для регистрации изменений, 
возникающих при заболеваниях и в ходе испытаний 
иммунобиологических препаратов. В нашей работе 
доля CD45+CD20+CD27+ клеток (В-клетки памяти) 
у молодых животных была ниже в сравнении с опу-
бликованными данными [21], что указывает на более 
низкий уровень активации В-клеток. В дальнейшем 
мы планируем оценить значимость данных наблюде-
ний на большем количестве животных раннего воз-
раста. Других статистически значимых изменений 
в параметрах иммунного статуса и уровне экспрес-
сии маркеров иммунной дифференцировки, поми-
мо упомянутых, обнаружено не было, что позволяет 
использовать в подобных исследованиях мармозет 
в возрасте старше 2 лет и проводить иммунное тести-
рование в смешанных возрастных группах.

Доля субпопуляций CD62L-позитивных CD4+ 
и CD8+ Т-клеток, установленная в данной работе, 
ниже значений, представленных Yoshida и соавт. 

[25]. L-селектин (CD62L) обеспечивает вход Т-клеток 
в лимфатические узлы. Он занижен и у Т-клеток, 
мигрирующих внутри лимфатических узлов, тогда 
как при нахождении клеток в нелимфоидных орга-
нах уровень экспрессии CD62L остается неизменным 
[26]. Уровень экспрессии L-селектина на поверхно-
сти Т-клеток снижается в ходе их активации до 10% 
от исходного значения в течение нескольких минут 
[27]. Таким образом, снижение доли CD62L+ T-клеток 
может означать недавнюю или еще продолжающу-
юся активацию Т-клеток. Интересно, что экспрес-
сия CD27+ на B-клетках мармозет коррелировала 
с экспрессией L-селектина/CD62L CD4+ T-клетками 
(p < 0.01), т.е. активация В-клеток ассоциировалась 
с отсутствием активации CD4+ T-клеток (характери-
зующейся высоким уровнем CD62L). В более ранних 
работах была описана ассоциация между экспрес-
сией поверхностных маркеров активации В-клеток 
памяти CD27 и CD21 [28]. Рецептор комплемента 
II типа CD21 представлен на большинстве зрелых 
B-клеток. Ранее было показано, что снижение уровня 
CD21 B-клетками происходит одновременно с рас-
щеплением CD62L незрелыми лимфоцитами и клет-
ками памяти, что приводит к миграции этих клеток 
к месту инфицирования [29]. При этом оба процесса 
регулируются одной и той же группой протеаз [29]. 
Эти данные проливают свет на механизм опосредо-
ванной CD21 взаимосвязи между экспрессией мар-
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керов активации В-клеток памяти CD27 и Т-клеток 
CD62L. Корреляция между уровнем экспрессии CD27 
B-клетками, свидетельствующим об их активации, 
и уровнем экспрессии CD62L CD4+ T-клетками, 
а точнее – обратная корреляция с деградацией 
CD62L, свидетельствующей об активации CD4 кле-
ток, может отражать скоординированную регуляцию 
дифференцировки этих субпопуляций иммунных 
клеток у нечеловекообразных приматов.

В заключение нами установлены базовые параме-
тры иммунного профиля, характерные для интакт-
ных мармозет, не имеющих маркеров системной им-
мунной активации. Базовая оценка этих параметров 
критически важна для регистрации изменений им-
мунного статуса мармозет вследствие применения 
иммунобиологических препаратов профилактическо-
го и терапевтического назначения. Представленные 
панели антител и методики гейтинга, позволяющие 
с высокой надежностью определить доли специфи-

ческих клеточных популяций и оценить их функци-
ональный статус, могут использоваться для оценки 
эффективности новых иммунобиологических препа-
ратов, включая вакцины против хронических вирус-
ных инфекций и онкологических заболеваний.  

Исследование иммунного статуса мармозет 
поддержано грантом РНФ № 15-15-30039. 
Поддержание колонии игрунковых обезьян 
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персонала работе с нечеловекообразными 
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на мобильность покрывались грантами Шведского 
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ВВЕДЕНИЕ
Ранний ген E1A аденовируса человека типа 5 экс-
прессируется в инфицированной клетке и обеспе-
чивает условия для репликации вируса [1]. В первое 
время E1A считали онкогеном из-за его способности 
иммортализовать клетки грызунов и в кооперации 
с другими онкогенами трансформировать их [2, 3]. 
Позднее обнаружили, что E1A проявляет противо-
опухолевую активность [4], в связи с чем его иногда 
рассматривают как опухолевый супрессор.

Трансформирующая активность Е1А опреде-
ляется его способностью дерегулировать клеточ-
ный цикл, связываясь и изменяя активность таких 
клеточных факторов, как белки семейства pRb 
[5–7], а также ингибиторы циклинзависимых киназ 
р21Waf1 [8, 9] и p27Kip1 [10]. E1A взаимодейству-
ет также с белками, ремоделирующими хроматин, 
включая гистон-ацетилтрансферазы (p300/CBP) 
[11] и гистоновые деацетилазы [12], что приво-

дит к изменению транскрипции ряда генов, вовле-
ченных в регуляцию клеточного цикла. Известно, 
что ДНК и белок E1A аденовируса обнаруживаются 
в клетках легочного эпителия пациентов с хрониче-
ской обструктивной болезнью легких [13]. Однако, 
как уже сказано, Е1А обладает противоопухоле-
вой активностью и является объектом клинических 
исследований [14, 15]. Многие экспериментальные 
данные свидетельствуют о том, что экспрессия аде-
новирусного белка Е1А повышает чувствительность 
раковых клеток млекопитающих к действию ряда 
цитотоксических агентов, используемых в противо-
опухолевой терапии, таких, как этопозид, циспла-
тин, таксаны и др. [16–19]. При этом совместное 
действие Е1А-генотерапии и ИГД приводило к бо-
лее существенному повышению уровня гибели ра-
ковых клеток при минимальном негативном воздей-
ствии на нормальные клетки, чем действие таксола 
или этопозида [19].
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РЕФЕРАТ Аденовирусный белок Е1А рассматривается в качестве потенциального средства комплексной 
терапии злокачественных опухолей. Наибольший цитотоксический эффект E1A в опухолевых клетках 
наблюдается при совместном применении с ингибиторами гистоновых деацетилаз (ИГД). Однако ранее 
мы установили, что ИГД не вызывают апоптотической гибели клеток, трансформированных E1A и акти-
вированным cHa-ras. В представленной работе показано, что в таких клетках ИГД подавляют транскрип-
цию с собственного промотора гена Е1А, что приводит к развитию клеток преимущественно по cHa-ras-
зависимому пути, который вызывает активацию антиапоптотических каскадов PI3K/Akt и NF-κB. Однако 
ИГД способны индуцировать апоптотическую гибель клеток E1A+Ras при условии высокой нерегулиру-
емой экспрессии E1A с цитомегаловирусного промотора, активность которого не подавляется ИГД. Таким 
образом, для эффективного цитотоксического воздействия ИГД и Е1А на клетки опухоли оптимальной 
является экспрессия гена Е1А с промотора, независимого от ИГД.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА аденовирус, апоптоз, E1A, cHa-ras, ингибиторы гистоновых деацетилаз (ИГД), транс-
формированные клетки.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ИГД – ингибиторы гистоновых деацетилаз; mERas – эмбриональные фибробласты 
мыши, трансформированные cHa-ras и E1A; NaBut – бутират натрия. 
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Аденовирусный Е1А способствует апоптотической 
гибели клеток, модулируя экспрессию генов, регу-
лирующих апоптоз [17–19], активацию МАР-киназы 
p38 [17] и подавление антиапоптотического фактора 
NF-κB [20, 21]. Также Е1А стабилизирует р53 через 
модификацию убиквитин-протеасомного механизма 
[16, 22], в результате чего в клетках, экспрессирую-
щих белок E1A аденовируса, устанавливается повы-
шенное содержание белка p53, что приводит к р53-
зависимому апоптозу [16].

Уровень апоптоза в клетках, экспрессирующих 
Е1А, может быть снижен комплементирующим 
трансформирующим онкогеном ras, который, стиму-
лируя киназный каскад Ras/Raf/MEK/ERK, активи-
рует антиапоптотический каскад PI3K/Akt и NF-κB 
[23]. Антиапоптотические функции Ras связаны 
также с его способностью стимулировать экспрес-
сию антиапоптотических белков Bcl-2 и Bcl-XL [23]. 
Так, действие проапоптотического белка Е1А и он-
когенного Ras сбалансировано в эмбриональных фи-
бробластах мыши, стабильно трансформированных 
вектором, кодирующим cHa-ras, и плазмидой, коди-
рующей белок E1A аденовируса человека типа 5 [24].

Ингибиторы гистоновых деацетилаз (ИГД) пода-
вляют рост опухолевых клеток, вызывая остановку 
клеточного цикла, старение или апоптоз, не оказывая 
при этом токсического воздействия на нормальные 
клетки [25, 26]. Поэтому ИГД рассматривают как ве-
щества, имеющие перспективы в качестве противо-
опухолевых препаратов.

Ранее мы показали, что ИГД вызывают остановку 
клеточного цикла и старение клеток, трансформиро-
ванных онкогенами cHa-Ras и E1A [27–29], но не ин-
дуцируют их гибель, что в значительной степени от-
личает эти клетки от ряда опухолевых клеток, где 
ИГД стимулируют апоптотическую гибель [25, 26]. 
Поэтому мы изучали причины отсутствия апоптоти-
ческой гибели клеток, экспрессирующих Е1А с ак-
тивированным Ras, при действии ИГД. Установлено, 
что способность клеток, трансформированных E1A 
и cHa-ras, избежать гибели при воздействии ИГД 
обусловлено ИГД-зависимым снижением экспрес-
сии Е1А и активации антиапоптотического фак-
тора NF-κB. Соответственно индукция апоптоза 
в E1A+Ras-трансформированных клетках ингиби-
торами гистоновых деацетилаз возможна только 
при условии нерегулируемой экспрессии Е1А.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии
Исследования проводили на линии эмбриональных 
фибробластов мыши, стабильно трансформированных 
вектором, кодирующим cHa-ras, и плазмидой p1A, 

содержащей нуклеотиды 1–1634 генома аденовиру-
са человека типа 5, кодирующие белок E1A [16, 24]. 
Клетки обрабатывали NaBut (4 мМ) в течение 24–72 ч.

Распределение клеток по содержанию ДНК
Распределение клеток по содержанию ДНК изуча-
ли методом проточной цитофлуориметрии. Клетки 
промывали раствором PBS (0.14 М NaCl, 2.7 мМ KCl, 
6.5 мМ Na

2
HPO

4
, 1.5 мМ KH

2
PO

4
, рН 7.2), пермеабили-

зировали сапонином в конечной концентрации 0.01% 
в течение 20 мин и многократно отмывали от сапо-
нина раствором PBS. Затем клетки инкубировали 
в присутствии РНКазы А (100 мкг/мл) и йодида про-
пидия (10 мкг/мл, 15 мин при 370С) с последующим 
анализом на проточном цитофлуориметре Coulter 
Epicks XL (Bechman, США).

Жизнеспособность клеток
Жизнеспособность клеток оценивали с помо-
щью МТТ-теста. Для этого клетки рассевали 
на 96-луночные планшеты в плотности 2 × 103 кле-
ток на ячейку и культивировали в присутствии 
или в отсутствие соответствующих ингибиторов 
в течение 24 ч. Жизнеспособность определяли спек-
трофотометрически, оценивая метаболическую ак-
тивность клеток по способности восстанавливать 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий 
бромид (МТТ) (Sigma) в нерастворимый пурпурный 
формазан. Клетки инкубировали в растворе МТТ 
в конечной концентрации 0.5 мг/мл, приготовленном 
на PBS (1.5 ч при 370С в СО

2
-инкубаторе), после чего 

удаляли среду культивирования, а клетки суспенди-
ровали в диметилсульфоксиде (ДМСО). Определяли 
оптическую плотность в каждой лунке при длине 
волны 570 нм на Multiscan-EX (Labsystems), исполь-
зуя ДМСО в качестве нулевого контроля.

Иммуноблотинг белков 
Клетки лизировали в буфере, содержащем 1% 
NP-40, 0.5% дезоксихолата натрия, 0.1% додецил-
сульфата натрия (SDS), ингибиторы протеаз и фос-
фатаз. Белки разделяли электрофоретически, 
переносили на мембрану PVDF (Millipore) и анали-
зировали с помощью соответствующих специфи-
ческих антител. Белки на мембранах выявляли ме-
тодом усиления хемилюминесценции (Thermo Sci., 
США). Использовали антитела против белков E1A 
(M73) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., США), Gapdh 
(14C10) (Cell Signalling, США) и pan-Ras (Oncogene 
Sci., США).

Анализ транскрипции генов 
Клеточную РНК выделяли с помощью реагента Trizol 
(Invitrogen, США). Реакцию обратной транскрипции 
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проводили, используя 2 мкг РНК. Реакцию ампли-
фикации (ПЦР) проводили в присутствии 100 нг со-
ответствующих праймеров к кДНК генов е1а и gapdh 
мыши: 5’-TGTGATGGGTGTGAACCACG-3’/5’-
CCAGTGAGCTTCCCGTTCAG-3’. ПЦР в пределах 
линейной амплификации фрагментов ДНК продол-
жалась в течение 25–35 циклов. Специфический про-
дукт реакции анализировали с помощью электрофо-
реза в 2% агарозном геле. 

Активность каспазы-3
Активность каспазы-3 in vitro оценивали по разре-
занию специфического колориметрического субстра-
та Ac-DEVD-pNA (Calbiochem). Клетки лизировали 
в течение 20 мин при +40C в буфере, содержащем 
50 мМ Трис-HCl, pH 7.5; 120 мМ NaCl; 1 мМ EDТА; 
1% NP-40 и ингибиторы протеаз. Активность каспаз 
определяли на 96-луночных плато в 40 мкл лизатов, 
смешанных с 160 мкл реакционного буфера (20% 
глицерин; 0.5 мМ EDТА; 5 мМ ДТТ; 100 мМ HEPES, 
pH 7.5) с субстратом Ac-DEVD-pNA. Эффективность 
разрезания субстрата определяли спектрофотоме-
трически по накоплению п-нитроанилида при дли-
не волны 405 нм на планшетном спектрофотометре 
Multiscan-EX (Labsystems).

Временные трансфекции и анализ люциферазной 
активности 
Клетки трансфицировали, используя реагент 
Lipofectamine-2000 (Invitrogen), по протоколу фир-
мы-производителя. Для трансфекции использовали 
люциферазный репортерный вектор, содержащий 
три копии NF-κB-связывающих последовательно-
стей (3 × κB-luc). В качестве внутреннего контро-
ля использовали экспрессию люциферазы Renilla. 
Через 24 ч после трансфекции клетки обрабатыва-
ли 4 мМ NaBut, а через 48 ч подвергали процессингу 
согласно инструкции производителя для измерения 
активности люциферазы. Люциферазную актив-
ность определяли на люминометре TD-20/20 (Turner 
Designs). Каждый эксперимент повторяли не менее 
3 раз.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Ингибитор гистоновых деацетилаз бутират натрия 
подавляет экспрессию аденовирусного Е1А
Чтобы выяснить причины отсутствия ожида-
емого цитотоксического эффекта ИГД в Е1А-
экспрессирующих клетках, мы проанализировали 
влияние ИГД бутирата натрия (NaBut) на экспрес-
сию трансформирующих онкогенов. Представленные 
на рис. 1 данные показывают, что экспрессия Е1А 
снижается в присутствии NaBut. Так в ЭФК, транс-

формированных онкогенами E1A и cHa-Ras (ли-
ния mERas), уже в первые часы действия NaBut 
снижается как транскрипция гена E1A (рис. 1А), 
так и количество белкового продукта Е1А (рис. 1Б). 
Специфичен ли наблюдаемый эффект для конкрет-
ной клеточной линии и используемого ИГД? Чтобы 
понять это, мы проанализировали экспрессию Е1А 
в трансформированных линиях человека, а так-
же использовали альтернативные ИГД. Оказалось, 
что вальпроевая кислота (VA), трихостатин А (TSA) 
(данные не представлены) и вориностат также при-
водили к уменьшению Е1А в трансформантах mERas 
(рис. 1Б, нижняя панель). Результаты, приведенные 
на рис. 1В, показывают, что снижение экспрессии 
Е1А при действии ИГД не является специфичным 
только для линии mERas. Методом иммуноблотинга 
показано, что в присутствии NaBut уменьшается ко-
личество белка Е1А в трансформированных клетках 
почечного эпителия человека HEK-293. Результаты 
иммуноблотинга показывают, что экспрессия бел-
ка Ras не изменяется при действии NaBut (рис. 1Г). 
Таким образом, установлено, что ИГД подавляют 
экспрессию аденовирусного E1A, тогда как экспрес-
сия Ras не модулируется ИГД.

Выявленное нами снижение содержания белка 
Е1А при действии ИГД может приводить к сдвигу 
баланса активностей трансформирующих белков 
в клетках mERas. При этом доминирующим стано-
вится действие онкогенного Ras. Мы предположили, 
что низкий уровень апоптотической гибели клеток, 
трансформированных E1A+Ras, в присутствии ИГД 
связан со снижением экспрессии проапоптотического 

Рис. 1. Снижение экспрессии Е1А при действии NaBut 
в клетках, экспрессирующих E1A. А – ОТ-ПЦР-анализ 
транскрипции гена E1A в клетках mERas, необрабо-
танных (-) и обработанных в течение 16 ч NaBut (+). 
Б – иммуноблотинг белков из клеток mERas, необра-
ботанных или обработанных NaBut в течение 24–72 ч 
(верхняя панель) или 2.5 мкМ SAHA (нижняя панель) 
с антителами против Е1А аденовируса человека типа 5 
(Е1А5Ad). В – иммуноблотинг белков из клеток HEK-
293 с антителами против Е1А5Ad. Г – иммуноблотинг 
белков из клеток mERas с антителами против panRas
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белка E1A и активацией антиапоптотического каска-
да Ras/Akt/NF-κB.

Получение E1A+Ras-трансформированной 
клеточной линии, с нерегулируемой ИГД 
экспрессией Е1А 
Клеточную линию mERas-1А получали с использова-
нием плазмиды p1A, которая содержит нуклеотиды 
1–1634 генома аденовируса человека типа 5, коди-
рующие белок E1A [16, 24]. В этих клетках экспрес-
сия гена Е1А регулируется собственным промотором. 
Чтобы проверить гипотезу, согласно которой сниже-
ние экспрессии Е1А необходимо для уменьшения 
индуцируемого ИГД апоптоза, мы сначала на основе 
клеток mERas создали клеточную линию MER-E1A, 
которая дополнительно экспрессирует белок E1A 
12S под контролем нерегулируемого в этих услови-
ях промотора цитомегаловируса (CMV). Регуляция 
и активность вирусных промоторов CMV и Ad5 име-
ют существенные различия. Это позволяет исполь-
зовать их с различной целью в клетках-мишенях. 
Высокоактивный промотор CMV удобен для эффек-
тивной экспрессии трансгена. 

На рис. 2 представлены результаты иммунобло-
тинга, показывающие как NaBut влияет на экспрес-
сию белка Е1А в исходной клеточной линии mERas 
(верхняя панель) и в новой клеточной линии MER-
E1A с конститутивной экспрессией Е1А под контро-
лем промотора CMV (нижняя панель). В контрольных 
клетках mERas экспрессия Е1А снижается практи-
чески до нуля уже в первые часы действия NaBut 
и находится на низком уровне на протяжении всего 
времени исследования (до 72 ч). Однако в клетках ли-
нии MER-E1A белок Е1А 12S экспрессируется на вы-
соком уровне независимо от NaBut.

Таким образом, нами получена линия трансфор-
мированных клеток грызунов, экспрессирующая 
аденовирусный ген E1A под контролем промото-
ра CMV, в которой экспрессия E1A не снижается 
при действии ИГД.

Бутират натрия индуцирует апоптоз только 
в E1A+Ras-трансформированных клетках, 
количество E1A в которых не снижается 
при действии ИГД
Далее сравнили влияние ИГД на пролиферацию 
E1A+Ras-трансформированных клеток, в которых 
E1A экспрессируется под контролем собственно-
го промотора, и в клетках, где экспрессия E1A ре-
гулируется промотором CMV. Мы оценили влияние 
NaBut на жизнеспособность клеток в зависимости 
от характера экспрессии Е1А. Контрольные клетки 
mERas и клетки MER-E1A с нерегулируемой экс-
прессией E1A обрабатывали NaBut в течение 24–72 
ч и определяли их жизнеспособность, используя 
тест МТТ. Как показано на рис. 3, жизнеспособность 
контрольных клеток mERas, обработанных NaBut, 
снижается сильнее, чем необработанных. Однако 
количество формазана, характеризующего жизне-
способность клеток, повышается при увеличении 
продолжительности воздействия NaBut на клетки 
mERas, отражая тот факт, что клетки не делятся, 
но остаются живыми. Количество жизнеспособных 
клеток MER-E1A при этом снижается ниже старто-
вого уровня, что указывает на их гибель.

Чтобы проверить предположение об индукции 
гибели клеток с нерегулируемой экспрессией E1A 
под действием NaBut, мы проанализировали рас-
пределение клеток по содержанию ДНК на проточ-
ном цитофлуориметре. На рис. 4А приведено рас-
пределение клеток после временной трансфекции. 
Видно, что NaBut не вызывает увеличения субди-
плоидного пика в клетках, трансфицированных 

WB: E1A

NaBut (ч):  -     24  48   72

CE: mERas

CE: MER-E1A
E1A (13S)
E1A (12S)

Рис. 2. Иммуноблотинг белков клеток mERas (верхняя 
панель) и MER-E1A (нижняя панель), обработанных 
NaBut в течение 24–72 ч, с антителами против E1A5Ad 

В
ы

ж
ив

ае
м

о
ст

ь,
 р

аз
ы

MTT-тест

mERas MER-E1A

Ctrl

NaBut
Ctrl

NaBut

24        48      72 ч 24        48      72 ч

10
8
6
4
2
0

8

6

4

2

0

Рис. 3. NaBut подавляет жизнеспособность клеток 
mERas и MER-E1A в разной степени. Контрольные 
клетки mERas и клетки MER-E1A, стабильно экспресси-
рующие E1A, обрабатывали NaBut в течение 24–72 ч 
и определяли их жизнеспособность с помощью МТТ-
теста. Изменение жизнеспособности (разы) оценивали 
относительно жизнеспособности необработанных 
клеток через 24 ч после посева
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пустым контрольным вектором pcDNA3 (рис. 4А, 
верхняя панель). При этом в клетках, трансфициро-
ванных CMV-E1A, доля клеток с субдиплоидным со-
держанием ДНК увеличивается в 2 раза уже через 
48 ч после действия NaBut (рис. 4А, нижняя панель). 

Полученные данные указывают на существенную 
разницу в характере ответа клеток на ИГД в зависи-
мости от того, как ИГД модулируют экспрессию E1A.

Соответствующие результаты получены в ста-
бильных клонах со сверхэкспрессией Е1А под про-
мотором CMV (MER-E1A). В контрольных клетках 
mERas NaBut и через 72 ч не вызывал характерного 
для гибнущих клеток увеличения субдиплоидного 
пика в гистограмме распределения по содержанию 
ДНК (рис. 4Б). При этом в клетках линии MER-E1A 
через 72 ч после действия NaBut 35% клеток содер-
жали фрагментированную ДНК.

Таким образом, показано, что NaBut индуцирует 
гибель только тех Ras-трансформированных клеток, 
в которых экспрессия Е1А не снижается при дей-
ствии NaBut.

Мы проанализировали активность каспазы-3, 
опосредующей передачу апоптотического сигна-
ла. Для этого клетки, трансфицированные pcDNA3 
или CMV-E1A, оставляли необработанными или об-
рабатывали NaBut в течение 24 ч, после чего опре-
деляли активность каспазы-3 in vitro в клеточных 
лизатах. Оказалось, что в контрольных клетках, 
трансфицированных pcDNA3, NaBut вызывает 
снижение активности каспазы-3, как в исходных 
клетках mERas [30]. При этом в клетках, трансфи-
цированных CMV-E1A, активность каспазы-3 не сни-
жается при действии NaBut (рис. 4В). Различия в ре-
гуляции активности каспазы-3 ИГД в зависимости 
от модуляции экспрессии E1A соответствуют полу-
ченным нами данным о различиях в пролифератив-
ном ответе таких клеток на ИГД.

Активность NF-κB не возрастает при действии 
NaBut в клетках с нерегулируемой экспрессией 
E1A
Ранее было показано, что ИГД активируют антиа-
поптотический фактор NF-κB в клетках, трансфор-
мированных E1A и cHa-ras [30]. Это позволяет транс-
формантам избегать апоптоза при действии ИГД. 
Поэтому мы сравнили влияние ИГД на активность 
NF-κB в клетках с регулируемой и нерегулируемой 
экспрессией Е1А. Для этого исходные клетки mERas 
котрансфицировали вектором 3×κB-luc, содержа-
щим ген люциферазы под промотором, регулируе-
мым NF-κB, а также либо экспрессионным вектором 
CMV-E1A, либо пустым вектором pcDNA3 в каче-
стве контроля. Спустя 24 ч после трансфекции клет-
ки оставляли необработанными, либо обрабатывали 
NaBut в течение 24 ч, и измеряли активность лю-
циферазы в лизатах. Оказалось, что в контрольных 
клетках (pcDNA3) NF-κB-зависимая транскрипция 
увеличивалась при действии NaBut в 3 раза, тогда 
как в клетках с нерегулируемой высокой экспресси-
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Рис. 4. Аденовирусный Е1А изменяет влияние NaBut 
на трансформированные клетки. А – распределение 
клеток по содержанию ДНК. Клетки mERas трансфи-
цировали контрольным вектором pcDNA3 (верхняя 
панель) или экспрессионным вектором CMV-E1A 
(нижняя панель) и через 24 ч обрабатывали NaBut 
в течение 48 ч. Б – распределение стабильных кло-
нов по содержанию ДНК. Контрольные клетки mERas 
или клетки MER-E1A, стабильно экспрессирующие 
E1A, обрабатывали NaBut в течение 72 ч. В – от-
носительная активность каспазы-3 в клетках mERas, 
трансфицированных pcDNA3 (светло-серые столбики) 
или CMV-E1A (темные столбики), необработанных 
(Ctrl) или обработанных NaBut в течение 24 ч. Г – от-
носительная активность люциферазы, транскрибируе-
мой с NF-κB-регулируемого промотора. Клетки mERas 
котрансфицировали репортерным вектором 3×κB-luc 
совместно с пустым вектором pcDNA3 (светло-серые 
столбики) или с экспрессионным вектором CMV-E1A 
(темные столбики) и обрабатывали NaBut спустя 24 ч 
после трансфекции в течение 24 ч
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ей E1A (CMV-E1A) активность NF-κB не изменялась 
(рис. 4Г). Нами установлено, что нерегулируемая вы-
сокая экспрессия аденовирусного E1A с промотора 
CMV препятствует ИГД-зависимой активации ан-
тиапоптотического фактора NF-κB. Таким образом, 
подавление активности NF-κB аденовирусным E1A 
является одной из причин индукции апоптоза ИГД 
в этих клетках.

Клетки с нерегулируемой экспрессией Е1А 
не накапливают маркер клеточного старения 
SA-β-Gal при действии NaBut
Клеточное старение и апоптоз – альтернативные 
антипролиферативные программы, которые инду-
цируются цитотоксическимии стресс-факторами. 
Ранее было показано, что ИГД индуцируют старение 
клеток, трансформированных онкогенами cHa-Ras 
и E1A [27–29]. Запуск программы старения в этих 
клетках, вероятно, связан с тем, что под действием 
ИГД снижается уровень экспрессии E1A, что при-
водит к доминированию процессов, индуцируемых 
активированным Ras, а именно, программы клеточ-
ного старения [31]. Чтобы проверить предположе-
ние, согласно которому клеточное старение не ин-
дуцируется в тех E1A+Ras-трансформированных 
клетках, экспрессия E1A в которых не подавляет-
ся ИГД, мы проанализировали экспрессию маркера 
стареющих клеток SA-β-Gal. Результаты световой 
микроскопии, приведенные на рис. 5, показывают, 
что почти во всех контрольных трансформантах 
mERas через 72 ч действия NaBut выявляется SA-
β-Gal, что указывает на индукцию клеточного ста-
рения. Тогда как в клетках MER-E1A маркер SA-
β-Gal не накапливается. Стоит отметить, что после 
воздействия NaBut в течение 72 ч очень мало клеток 
MER-E1A оставалось прикрепленными к стеклам 
для дальнейшей окраски на SA-β-Gal, а большин-
ство клеток погибало и всплывало. Таким образом, 
можно заключить, что NaBut индуцирует клеточное 
старение в клетках, трансформированных E1A и Ras, 
если экспрессия Е1А снижается при действии NaBut, 
тогда как трансформанты с конститутивной экспрес-
сией Е1А подвергаются гибели, а не старению.

ОБСУЖДЕНИЕ
Аденовирусный E1A иммортализует и трансформи-
рует в кооперации с активированным Ras или дру-
гими онкогенами первичные клетки грызунов [2, 3]. 
В связи с этим Е1А рассматривали как онкобелок, 
несмотря на то, что он не был ассоциирован ни с ка-
кой онкогенной активностью. Позднее обнаружили, 
что E1A проявляет противоопухолевую активность 
[2, 17–19]. Сверхэкспрессия E1A вызывает остановку 
пролиферации и апоптоз опухолевых клеток челове-

ка in vitro [4, 16]. Причем именно апоптоз играет клю-
чевую роль в противоопухолевой активности E1A. 
В ряде доклинических исследований было показа-
но, что липосомная или аденовирусная доставка гена 
E1A подавляет рост и метастазирование опухолей 
у животных [17, 32]. Клинические испытания генной 
моно-, а также комбинированной терапии с примене-
нием E1A при раке различной локализации показали 
рациональность такого подхода [14, 33, 34]. В послед-
нее время усилия многих ученых направлены на из-
учение возможности терапии с использованием он-
колитических вирусов на основе аденовируса типа 5 
человека (Ad5) [35]. По данным портала ClinicalTrials.
gov Национального института здоровья, к настояще-
му моменту проведено более 180 клинических испы-
таний с использованием аденовирусов в той или иной 
форме. Основной мишенью при создании онколити-
ческих аденовирусов с ограниченной репликатив-
ной способностью является ген, кодирующий Е1А, 
благодаря способности белка Е1А побуждать покоя-
щуюся клетку к делению за счет секвестрирования 
опухолевого супрессора pRb. Принимая во внимание 
потенциальную значимость аденовирусов и аденови-
русного Е1А в противоопухолевой терапии, подроб-
ное изучение функционирования и регуляции E1A, 
приводящие к сенсибилизации клеток к действию 
цитостатиков, является актуальной задачей молеку-
лярной биологии.

Многие исследования указывают на усиление 
цитотоксического эффекта при совместном исполь-

Рис. 5. Бутират натрия не вызывает старение в клетках 
с нерегулируемой экспрессией Е1А. Окрашивание SA-
β-Gal. Клетки mERas и MER-E1A обрабатывали NaBut 
в течение 72 ч, после чего фиксировали и окрашивали 
на SA-β-Gal
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зовании ИГД и аденовирусного E1A в опухолевых 
клетках [19, 36, 37]. ИГД не вызывали гибель исполь-
зованных нами клеток, трансформированных онко-
генами cHa-ras и E1A. Однако бутират натрия инду-
цировал апоптоз в этих клетках, если аденовирусный 
Е1А экспрессировался под ИГД-нерегулируемым 
промотором. В работах, описывающих усиление ци-
тотоксического эффекта при совместном использова-
нии Е1А и ИГД, Е1А экспрессировался не с собствен-
ного промотора, а с промотора цитомегаловируса 
(CMV) или каталитической субъединицы теломеразы 
(TERT), активность которых не подавляется, а сти-
мулируется ИГД [19, 38–40]. Следовательно, наши 
результаты подтверждают данные об эффективно-
сти совместного использования ИГД и Е1А для эли-
минирования злокачественно трансформированных 
клеток при условии повышенной нерегулируемой 
экспрессии Е1А. Приоритетность наших результатов 
заключается в том, что мы показали способность ИГД 
подавлять экспрессию Е1А на нескольких уровнях. 
Во-первых, при действии NaBut снижается транс-
крипция гена Е1А (рис. 1А). Регуляция экспрессии 
E1A к настоящему моменту изучена недостаточно. 
Не опубликованы данные о роли ацетилтрансфе-
раз или деацетилаз в регуляции транскрипции E1A. 
Ингибирование деацетилаз гистонов активирует 
транскрипцию генов через релаксацию структуры 
хроматина. С другой стороны, ИГД могут ингиби-
ровать или активировать транскрипцию, изменяя 
уровень ацетилированности факторов транскрип-
ции [41]. Таким образом, показанное нами ингибиро-
вание транскрипции E1A опосредовано скорее мо-
дуляцией гистоновыми деацетилазами активности 
факторов транскрипции, вовлеченных в регуляцию 
экспрессии E1A. В энхансерной области промотора 
гена ранней области Е1А наряду с иными регулятор-
ными элементами присутствуют два участка связы-
вания транскрипционных факторов семейства E2F 
[42]. Отсутствие этих участков полностью подавляет 
экспрессию Е1А, что указывает на исключительную 
значимость E2F-связывающих областей в регуляции 
транскрипции Е1А. Ранее мы показали, что NaBut 
подавляет транс-активирующую способность фак-
тора E2F [28, 43]. Следовательно, можно предполо-
жить, что наблюдаемое снижение экспрессии Е1А 
отчасти обусловлено NaBut-зависимым ингибирова-
нием фактора E2F. Известно, что активности других 
часто используемых в генной инженерии вирусных 
промоторов – цитомегаловирусного и полиомави-
русного (SV40), стимулируются ИГД [38]. Вирусные 
промоторы, несмотря на ряд схожих особенностей, 
существенно отличаются характером регуляции их 
активности. Например, промотор CMV положительно 
регулируется белком Е1А [44], тогда как собствен-

ный промотор гена Е1А, а также промотор HIV-LTR 
репрессируются белком Е1А [45, 46]. Поэтому можно 
предположить, что регуляция активности вирусных 
промоторов ингибиторами деацетилаз также не яв-
ляется универсальной.

Во-вторых, наши данные свидетельствуют о том, 
что ИГД вызывают снижение содержания бел-
ка Е1А как в клетках mERas, так и в линии транс-
формированных клеток HEK-293 эмбриональной 
почки человека (рис. 1Б). Причем содержание бел-
ка Е1А снижается более интенсивно, чем транс-
крипция гена Е1А, что указывает на модуляцию 
стабильности белка Е1А ингибиторами деацетилаз. 
Как и многие клеточные белки, белки, кодируемые 
вирусами, также служат субстратами ацетилтранс-
фераз и деацетилаз. Белок Е1А способен связы-
ваться с p300/CBP и может ацетилироваться р300 
и PCAF [47]. Ацетилирование изменяет характер 
взаимодействия Е1А с белками-партнерами [48] 
и определяет его внутриклеточную локализацию 
[47]. Так, ацетилирование Е1А препятствует ядер-
ному импорту и соответственно приводит к накопле-
нию Е1А в цитоплазме. Однако показано, что инги-
бирование деацетилаз бутиратом натрия в клетках 
HEK-293, экспрессирующих Е1А, не увеличивало ко-
личество ацетилированного Е1А и не приводило к на-
коплению Е1А в цитоплазме [47]. Эти данные предпо-
лагают, что Е1А подвергается быстрой деградации, 
следующей за ацетилированием белка. Деградация 
Е1А может осуществляться в протеасомах [48]. 
Также показано, что белки раннего района 1А адено-
вирусов типа 2 и 12 (Ad2 и Ad12 E1A) расщепляются 
каспазами-3 и -7 в процессе индуцированного апоп-
тоза в трансформированных аденовирусом клетках 
человека и мыши [49]. В соответствии со сказанным 
можно заключить, что усиленное ацетилирование 
белка Е1А, индуцированное ИГД, может быть одним 
из факторов, определяющих деградацию Е1А.

Сравнение ответа трансформированных клеток 
с регулируемой и нерегулируемой экспрессией Е1А 
на ИГД показало, что апоптоз индуцировался только 
в клетках с нерегулируемой повышенной экспрес-
сией Е1А, тогда как в контрольных клетках mERas, 
где содержание Е1А снижалось, запускалась про-
грамма клеточного старения (рис. 5). Мы показали, 
что избегание контрольными клетками mERas апоп-
тотической гибели связано со снижением экспрес-
сии проапоптотического белка E1A и активацией 
антиапоптотического каскада NF-κB. При этом до-
минирующим становится действие онкогенного Ras, 
который индуцирует старение. В свою очередь, ин-
дукция апоптотической гибели в присутствии NaBut 
на фоне сверхэкспрессии Е1А связана с подавленной 
и нерегулируемой активностью антиапоптотического 
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комплекса NF-κB. Опубликованы данные о репрес-
сии активности NF-κB онкобелком E1A [18, 20, 21]. 
Так, Е1А конкурентно связывает и инактивирует 
протеинкиназуА, которая должна фосфорилиро-
вать NF-κB и таким образом активировать его [21]. 
Также Е1А подавляет активность IKK, что приво-
дит к снижению деградации IκB – ингибитора, ре-
гулирующего функционирование NF-κB [20]. Таким 
образом, принимая во внимание сказанное, а также 
данные о синхронизированном во времени уменьше-
нии содержания Е1А и активации NF-κB [30], можно 
предположить, что в клетках, трансформированных 
E1A+Ras, ИГД влияет на активность NF-κB, модули-
руя экспрессию E1A.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Экспрессия аденовирусного Е1А повышает чув-
ствительность опухолевых клеток к агентам, ин-
дуцирующим апоптоз [18], в связи с чем Е1А 
представляет большой интерес в качестве потен-
циального компонента комбинированной терапии 

опухолей. Совместное использование Е1А и ИГД 
приводит к усилению цитотоксического эффекта 
во многих раковых клетках с минимальным негатив-
ным влиянием на нормальные клетки [19]. Однако 
ИГД не индуцируют апоптоз в трансформированной 
онкогенами cHa-Ras и E1A клеточной линии, в кото-
рой Е1А экспрессируется под контролем собствен-
ного вирусного промотора. В представленной рабо-
те нами показано, что ИГД подавляют экспрессию 
аденовирусного Е1А. Апоптотическая гибель клеток 
E1A+Ras может быть индуцирована ИГД, если Е1А 
экспрессируется на нерегулируемом высоком уровне. 
Иными словами, избегание апоптотической гибели 
Ras-трансформированными клетками, экспрессиру-
ющими Е1А, связано со снижением экспрессии Е1А 
в присутствии ИГД. В свою очередь, форсированная 
экспрессия Е1А, независящая от ИГД, создает усло-
вия для индукции апоптоза.  

Работа проведена при поддержке Российского 
научного фонда (грант № 14-50-00068).
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РЕФЕРАТ Впервые у этнических русских проведен анализ ассоциации с развитием рассеянного склероза (РС) 
гаплогрупп H, J, K и U митохондриального генома, а также отдельных полиморфных вариантов генов мито-
хондриальной ДНК (мтДНК), дискриминирующих эти гаплогруппы (m.1719G > A, m.7028C > T, m.9055G > A, 
m.10398A > G, m.12308A > G). Исследуемая выборка включала 283 неродственных больных ремиттирующей 
формой РС и 290 здоровых доноров. Наблюдали ассоциацию гаплогруппы J c РС (P = 0.0055; ОШ = 2.00 
[95% ДИ 1.21–3.41]). При гендерной стратификации значимая ассоциация сохранялась у женщин (P = 0.0083; 
ОШ = 2.20 [95% ДИ 1.19–4.03]). Проведен мультилокусный анализ ассоциации с РС сочетаний гаплогрупп 
мтДНК и вариантов 38 ядерных генов, вовлеченных в функционирование иммунной системы. Выявлены 
ассоциированные с РС биаллельные сочетания гаплогруппы J с аллелями CCL5 rs2107538*A, PVT1 
rs2114358*G, TNFSF14 rs1077667*C и IL4 rs2243250*C, поодиночке не ассоциированными значимо с РС. 
Для сочетания гаплогруппы J и аллеля CCL5*A (P = 0.00043; ОШ = 5.47 [95% ДИ 1.85–16.15]) при помощи 
двух статистических критериев (значение PFLINT в точном трехфакторном тесте, подобном точному кри-
терию Фишера, и фактор синергии, SF) установлен эпистатический (синергический) характер взаимо-
действия компонентов (PFLINT = 0.025; SF = 4.32 [95% ДИ 1.20–15.60]). Сочетание гаплогруппы J с аллелем 
PVT1*G характеризуется PFLINT = 0.084; SF = 3.05 [95% ДИ 1.00–9.31] и также может быть эпистатическим. 
Таким образом, впервые показано взаимодействие компонентов ядерного и митохондриального геномов 
при формировании риска развития РС.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА генетический полиморфизм, митохондриальный геном, мультилокусный анализ, рас-
сеянный склероз, ядерный геном.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ FLINT – точный трехфакторный тест, подобный точному критерию Фишера 
(Fisher-like interaction numeric test); GWAS – широкогеномный поиск ассоциаций (genome-wide association 
study); SF – фактор синергии (synergy factor); SNP – однонуклеотидный полиморфизм (single nucleotide 
polymorphism); ДИ – доверительный интервал; мтДНК – митохондриальная ДНК; NAD – никотинамида-
дениндинуклеотид; ОШ – отношение шансов; ПДРФ – полиморфизм длин рестрикционных фрагментов; 
ПЦР – полимеразная цепная реакция; РС – рассеянный склероз; ЭТЦ – электрон-транспортная цепь.
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ВВЕДЕНИЕ
Рассеянный склероз (РС) – нейродегенеративное 
заболевание центральной нервной системы, в пато-
генезе которого большую роль играет хронический 
воспалительный процесс. РС, как правило, поража-
ет людей в трудоспособном возрасте и, начавшись 
с единичных проявлений неврологической симпто-
матики, в конечном итоге приводит к тяжелой инва-

лидизации [1]. По данным ВОЗ, в мире насчитывается 
около 2.5 млн больных РС. Несмотря на значитель-
ный прогресс, достигнутый в понимании природы РС, 
и создание препаратов, модулирующих его течение, 
это заболевание остается одним из наиболее социаль-
но значимых. 

РС – заболевание с генетической компонентой; 
риск его развития у членов семьи зависит от генети-
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ческого расстояния до пробанда и достигает самых 
высоких значений у ближайших родственников по-
следнего [2], однако не подчиняется менделевским 
закономерностям. Такой тип наследования свой-
ствен заболеваниям полигенной природы, когда су-
ществует множество независимых или взаимодей-
ствующих полиморфных вариантов генов, каждый 
из которых может лишь в незначительной степени 
влиять на предрасположенность к заболеванию, при-
чем эффект часто специфичен для отдельных попу-
ляций (например, этнических групп). К настоящему 
времени благодаря многолетним исследованиям с по-
мощью традиционного подхода «ген-кандидат» и со-
временного метода широкогеномного поиска ассоциа-
ций (GWAS) удалось выявить более 200 независимых 
хромосомных локусов ядерного генома, из которых 
лишь область главного комплекса гистосовместимо-
сти класса II на хромосоме 6 сильно влияет на риск 
РС, а каждый из остальных вносит небольшой вклад 
в предрасположенность к РС [3]. Однако в совокупно-
сти вариативность всех найденных локусов ядерного 
генома может объяснить лишь около 38% наследуе-
мости РС [4]. 

Одной из возможных причин этого явления, по-
лучившего название «недостающей» наследуемости, 
может быть неучтенное влияние вариабельности ми-
тохондриального генома на риск развития полиген-
ного заболевания. В случае РС это предположение 
хорошо согласуется с известными данными о том, 
что нарушение функционирования митохондрий 
служит одним из ключевых факторов, приводящих 
к нейродегенерации при РС [5]. Как известно, основ-
ными отличительными чертами митохондриально-
го генома являются наследование только от матери 
и отсутствие рекомбинации. Это позволило объеди-
нить различные варианты мтДНК в гаплогруппы – 
группы родственных гаплотипов, присутствующих 
у людей, которые имеют общего предка по материн-
ской линии, и все унаследовали одну или несколько 
нуклеотидных замен. Сочетание таких замен специ-
фично для разных гаплогрупп, на практике для от-
несения образца к гаплогруппе достаточно и одной 
специфичной замены [6]. Тип наследования от одно-
го родителя приводит к четырехкратному усилению 
действия дрейфа генов по сравнению с аутосомными 
маркерами, в результате в различных популяциях 
частоты гаплогрупп сильно варьируют. 

К настоящему времени проведено около 20 ис-
следований, посвященных анализу ассоциации с РС 
вариантов митохондриального генома – как индиви-
дуальных полиморфизмов, так и гаплогрупп, при-
чем выборки в ряде случаев относительно невелики 
(ссылки см. в обзоре [7]). Среди этих работ две выпол-
нены методом GWAS, а остальные – с использовани-

ем подхода «ген-кандидат». Представленные в этих 
публикациях данные часто противоречивы, что мо-
жет быть связано с этнической принадлежностью 
испытуемых. Поэтому актуальной представляется 
задача проведения исследований ассоциации вари-
антов митохондриального генома с риском РС на го-
могенных по этническому составу выборках. 

Целью нашей работы было исследование ассоци-
ации наиболее распространенных в европейских по-
пуляциях гаплогрупп H, J, K и U митохондриального 
генома [8, 9] и входящих в их состав дискримини-
рующих полиморфизмов в генах MT-RNR2, COX1, 
ATP6, MT-ND3 и MT-TL2 [10] с риском развития РС 
у этнических русских. Принимая во внимание взаи-
модействие продуктов митохондриальных и ядерных 
генов, мы провели также мультилокусный анализ ас-
социации с РС сочетаний гаплогрупп мтДНК и по-
лиморфных вариантов ряда ядерных генов, частоты 
которых в использованной выборке были определены 
ранее, и исследовали характер этого эффекта. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В исследование было включено 283 неродственных 
больных РС, среди них 198 женщин и 85 мужчин, 
у которых согласно международным критериям 
Макдональда [11] диагностировали ремиттирующую 
форму РС. Средний возраст больных РС на момент 
взятия крови составил 38.0 ± 10.5 лет, средний воз-
раст дебюта заболевания – 28.0 ± 9.1 лет. Все боль-
ные проходили лечение в Московском центре рас-
сеянного склероза или Московском межокружном 
отделении рассеянного склероза при ГБУЗ «ГКБ 
№ 24 ДЗМ». В контрольную группу, сопоставимую 
с группой больных по гендерному составу (197 жен-
щин и 93 мужчины) и возрасту (средний возраст 40.9 
± 12.9 лет), вошли неродственные здоровые индиви-
ды. Все включенные в исследование индивиды были 
этническими русскими (по данным анкетирования 
все члены семьи в двух поколениях были русскими) 
и проживали в европейской части России. От всех ин-
дивидов получено информированное согласие на про-
ведение исследования. Проведение исследования 
одобрено этическим комитетом ФГБОУ ВО РНИМУ 
им. Н.И. Пирогова МЗ РФ.

Геномное типирование
Суммарную ДНК выделяли из образцов крови с ис-
пользованием коммерческих наборов (QIAamp DNA 
BloodMidiKit). 

Геномное типирование однонуклеотидных по-
лиморфизмов (SNP) m.1719G > A, m.7028C > T, 
m.9055G > A, m.10398A > G, m.12308A > G мтДНК 
(табл. 1) проводили методами, основанными на по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР). Для SNP 
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m.7028C > T, m.10398A > G и m.12308A > G прово-
дили анализ полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов (ПЦР-ПДРФ) в соответствии с методи-
кой, описанной в [10], за тем исключением, что ре-
стриктаза DdeI была заменена на ее изошизомер – 
BstDEI. Типирование полиморфизма m.9055G > A 
осуществляли методом ПЦР-ПДРФ с использовани-
ем праймеров 5’-TTAAGGCGACAGCGATTTCT-3’ 
и 5’-TACTGCAGGCCACCTACTCA-3’ и эндо-
нуклеазы рестрикции AspLEI. Полиморфизм 
m.1719G > A типировали методом ПЦР в ре-
жиме реального времени. Амплификацию ис-
следуемого участка осуществляли с помощью 
праймеров 5’-GCTAAACCTAGCCCCAAACC-3’ 
и 5’-GCGCCAGGTTTCAATTTCTA-3’. Анализ 
SNP проводили с помощью зондов, специфич-
ных к аллелям А (5’ HEX-CCTTA CTAC CA GA CA-
ACCTTAACCAAACC-3’BHQ1) и G (5’ FAM -C C T-
TACTACCAGACAACCTTAGCCAAACC-3’BHQ1).

Принадлежность к гаплогруппам митохондриально-
го генома H, J, K и U определяли по сочетанию мар-
керных SNP, представленных в табл. 1, согласно [10]. 
Гаплогруппу H определяли как протяженный гапло-
тип G1719, C7028, G9055, A10398, A12308; гаплогруп-
пу J – как гаплотип G1719, T7028, G9055, G10398, 
A12308; гаплогруппу K – как гаплотип G1719, T7028, 
A9055, G10398, G12308 и гаплогруппу U – как гапло-
тип G1719, T7028, G9055, A10398, G12308. 

Статистический анализ
Поиск ассоциаций с РС отдельных SNP митохон-
дриального генома, митохондриальных гаплогрупп 
и сочетаний гаплогрупп с носительством аллелей/
генотипов ряда генов ядерного генома, определенных 
ранее (неопубликованные данные), проводили с по-
мощью программного обеспечения APSampler [12], 
использующего метод Монте-Карло Марковскими 
цепями и Байесовскую непараметрическую стати-
стику [13]. Уровень значимости найденных ассоци-

аций оценивали программными средствами для ва-
лидации, входящими в программу APSampler, 
на основании точного критерия Фишера, оценки со-
ответствующего отношения шансов (OШ) и его 95% 
доверительного интервала (ДИ). Значимыми считали 
ассоциации, для которых значение P было менее 0.05 
при условии, что значения 95% ДИ для ОШ не пере-
секают 1.

Возможное нелинейное взаимодействие (эпистаз) 
между аллелями в найденных биаллельных соче-
таниях выявляли с использованием подхода, пред-
ложенного ранее [14]. В его основе лежит оценка 
характера взаимодействия между аллелями (или 
генотипами) двух локусов при их совместном носи-
тельстве с помощью двух ранее описанных стати-
стических критериев: по значению P

FLINT
 в точном 

трехфакторном тесте, подобном точному критерию 
Фишера (the exact three-way Fisher-like interaction 
numeric test, FLINT) [15], и исходя из значений фак-
тора синергии (synergy factor, SF) и его 95% ДИ [16]. 
Значения P

FLINT
, SF и его 95% ДИ оценивали с помо-

щью программных средств, входящих в программу 
APSampler. Взаимодействие между аллелями в со-
четании оценивали как эпистатическое, если величи-
на P

FLINT
 была менее 0.05, а значение 95% ДИ для SF 

не пересекало 1. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
У больных РС и индивидов контрольной группы, 
русских по этнической принадлежности, прове-
ден анализ частот вариантов митохондриально-
го генома m.1719G > A, m.7028C > T, m.9055G > A, 
m.10398A > G, m.12308A > G. Не выявлено значимых 
различий в частотах этих SNP ни при сравнении 
совокупных выборок больных РС и индивидов кон-
трольной группы, ни при сравнении больных и здо-
ровых мужчин и женщин порознь (данные не пред-
ставлены).

Принадлежность к гаплогруппам митохондри-
ального генома H, J, K и U определяли на основа-

Таблица 1. Полиморфизмы митохондриального генома, анализированные в настоящем исследовании и использо-
ванные для определения принадлежности индивидов к гаплогруппам H, J, K и U

SNP rs ID Ген Продукт гена
Принадлежность 
к гаплогруппам

(аллель)

m.1719G > A rs3928305 MT-RNR2 16S рибосомная РНК I, N1, X2 (1719A) 
m.7028C > T rs2015062 COX1 Субъединица 1 цитохром-c-оксидазы (комплекс IV ЭТЦ) Н (7028C)
m.9055G > A rs193303045 ATP6 Субъединица 6 АТР-синтазы K (9055A)

m.10398A > G rs2853826 MT-ND3 Субъединица 4 NADH-дегидрогеназы (комплекс I ЭТЦ) K, J, I (10398G)
m.12308A > G rs2853498 MT-TL2 Лейцин-специфичная тРНК U, K (12308G)
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нии результатов генотипирования перечисленных 
маркерных SNP исходя из их сочетаний. Частота 
гаплогруппы J у больных РС (15.9%) почти в 2 раза 
превышает частоту этой гаплогруппы у индивидов 
контрольной группы (8.6%) и значимо ассоциирова-
на с риском развития РС (P = 0.0055; ОШ = 2.00 [95% 
ДИ 1.21–3.41]). Ассоциации гаплогрупп H, K, U с РС 
не выявлено (рис. А).

В связи с тем, что РС значительно чаще встреча-
ется у женщин, чем у мужчин, и имеют место ген-
дерные различия в генетических факторах риска 
заболевания [17], анализ ассоциации гаплогрупп H, 
J, K, U с РС проводили также отдельно для мужчин 
и женщин. У мужчин не выявлено значимых ассоци-
аций ни одной из исследуемых гаплогрупп (рис. Б). 
В то же время у женщин, как и в общей выборке, вы-
явлена ассоциация с РС гаплогруппы J: (P = 0.0083; 
ОШ = 2.20 [95% ДИ 1.19–4.03]) (рис. В). 

Современные данные свидетельствуют о том, 
что функционирование митохондрий меняется 
при хроническом нейровоспалении, характерном 
для РС [7]. Для оценки возможного взаимодействия 
генов митохондриального и ядерного геномов с ис-
пользованием программы APSampler мы провели 
мультилокусный анализ ассоциации с РС носитель-
ства сочетаний каждой из исследованных гаплогрупп 
мтДНК с полиморфными вариантами 37 ядерных 
генов, вовлеченных в функционирование иммунной 
системы. 

Среди них ген главного комплекса гистосовме-
стимости HLA-DRB1, «главный» ген предрасполо-
женности к РС, а также гены CD58, VCAM1, EVI5, 
EOMES, CD86, IL7RA, TCF7, IL22RA2, IRF5, PVT1, 
IL2RA, CD6, CXCR5, TNFRSF1A, CLEC16A, IRF8, 
STAT3, TYK2, TNFSF14 и CD4, ассоциация которых 
с РС показана методом GWAS. Для этих генов вы-
полнялись следующие условия: ассоциация каж-
дого из них с РС наблюдалась не менее чем в двух 
независимых GWAS; при этом по меньшей мере 
в одном исследовании достигнут полногеномный 
уровень значимости (P ≤ 5 × 10-8), а в другом/дру-
гих значение Р было не более 1 × 10-5 [18]. Особый 
интерес для нас представлял ген CLEC16A, который 
находится в относительно богатой генами области 
хромосомы 16, содержащей три блока сцепления. 
Эта область включает в себя также ген SOCS1, один 
из важнейших регуляторов экспрессии цитокинов 
[19], поэтому мы включили в анализ два полиморф-
ных участка, расположенных в прилежащей к нему 
межгенной области хромосомы, – CLEC16A-SOCS1 
(rs1640923) и SOCS1-TNP2 (rs243324). Продукты 
остальных включенных в исследование генов уча-
ствуют в процессе воспаления и/или же описаны 
как ассоциированные с различными аутоиммунны-
ми заболеваниями, в том числе и с РС. Среди них 
гены, кодирующие компоненты цитокин-хемоки-
новой сети – IL4, IL6, IL17A, IFNB1, IFNG, TNF, 
TGFB1, CCL5, IFNAR, IFNAR2, CCR5, а также гены, 
продукты которых участвуют в регуляции активно-
сти Т-лимфоцитов, а именно: ген костимулирующей 
молекулы CTLA4 и ген субъединицы иммунопроте-
асомы PSMB9, необходимой для процессинга пеп-
тидов перед их презентацией в составе MHC класса 
I. Ген глипикана 5 (GPC5) включен в исследование, 
поскольку известно, что полиморфизмы в его соста-
ве ассоциированы с характером ответа больных РС 
на терапию иммуномодулирующим препаратом – 
интерфероном бета [20]. У всех исследуемых поли-
морфных участков частота минорного аллеля была 
не менее 0.05. Частоты носительства аллелей и гено-
типов ядерных генов в исследуемой выборке были 
определены нами ранее. 

А. Общая выборка

P = 0.0055
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P = 0.0083

Н
о

си
те

ли
, 

%
Н

о
си

те
ли

, 
%

Н
о

си
те

ли
, 

%

Больные РС Здоровые индивиды

H                    J                      K                   U

H                    J                      K                   U

H                    J                      K                   U

40
35
30
25
20
15
10

5
0

40
35
30
25
20
15
10

5
0

40
35
30
25
20
15
10

5
0

Частоты гаплогрупп H, J, K и U у больных РС и здоро-
вых индивидов. А – общая выборка (283 больных РС, 
290 здоровых индивидов); Б –мужчины (85 больных 
РС, 93 здоровых индивидов); В –женщины (198 боль-
ных РС, 197 здоровых индивидов)
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Сочетания с аллелями ядерного генома, значи-
мо ассоциированные с риском РС, найдены только 
для гаплогруппы J (табл. 2). В качестве второго ком-
понента в состав этих биаллельных сочетаний вхо-
дили аллели CCL5 rs2107538*A, PVT1 rs2114358*G, 
TNFSF14 rs1077667*C и IL4 rs2243250*C, пооди-
ночке значимо не ассоциированные с РС, и генотип 
CLEC16A-SOCS1 rs1640923*A/A, ассоциация ко-
торого с РС была значимой (P = 0.020 и ОШ = 1.51 
[95% ДИ 1.03–2.20]). Все эти сочетания характеризо-
вались высоким уровнем значимости (Р в диапазоне 
от 0.00043 до 0.0011), превышающим по меньшей мере 
в 5 раз значимость ассоциации с РС одной гаплогруп-
пы J. Параллельно наблюдали возрастание величины 
ОШ; у самого значимого сочетания (гаплогруппа J + 
CCL5*A) ОШ было равно 5.47, что без малого в 3 раза 
превышает значение ОШ, найденное для гаплогруп-
пы J поодиночке. 

Возрастание уровня значимости ассоциаций с РС, 
наблюдаемое при совместном носительстве гапло-
группы J и аллелей (или генотипов) ядерных генов, 
может происходить вследствие суммирования их 
взаимно независимых вкладов или же в результате 
позитивного эпистатического (синергического) вза-
имодействия между ними. Чтобы оценить, возника-
ют ли такие взаимодействия в случае найденных со-
четаний, мы определили значения SF и P

FLINT
 для них

.
 

Для сочетания гаплогруппы J с аллелем rs2107538*A 
гена CCL5 значение P

FLINT
 = 0.025, а фактор синер-

гии SF равен 4.32 [95% ДИ = 1.2–15.6] (табл. 3). Таким 

образом, показано, что увеличение риска развития 
РС, наблюдаемое при носительстве индивидом га-
плогруппы J в сочетании с аллелем CCL5*A, связано 
с синергическим эпистатическим взаимодействием 
между этими генетическими вариантами. Сочетание 
гаплогруппы J с PVT1*G характеризуется значени-
ем SF = 3.05, ДИ при котором не пересекает 1, и по 
этому критерию оно подпадает под определение эпи-
статического. Однако значение P

FLINT
 (0.084) не до-

стигло уровня значимости, и мы не можем сделать 
окончательного вывода, что это сочетание является 
эпистатическим. Значения SF с 95% ДИ и величины 
P

FLINT
, полученные для других сочетаний, оказались 

незначимыми. 

ОБСУЖДЕНИЕ
РС – клинически и генетически гетерогенное забо-
левание [21]. Поэтому большое значение для досто-
верности полученных результатов имеют критерии 
формирования выборки. Можно констатировать, 
что исследуемая группа пациентов была достаточно 
репрезентативной. У всех диагностировали наибо-
лее распространенную ремиттирующую форму РС, 
для которой характерны чередования обострений 
и ремиссий. Соотношение больных женщин и мужчин 
и средний возраст дебюта РС были близки к описан-
ному [22]. Соотношение полов и возраст индивидов 
в контрольной группе не отличались существенно 
от таковых в группе больных. Частоты гаплогрупп 
митохондриального генома в контрольной группе 

Таблица 2. Ассоциация с РС сочетаний гаплогруппы J митохондриального генома с носительством аллелей/гено-
типов генов ядерного генома (по результатам мультилокусного анализа)

Гаплогруппа, аллель или генотип

Число носителей, %

P ОШ 
[95% ДИ]Больные РС 

(N = 283)

Здоровые 
доноры

(N = 290)
Отдельные генетические варианты 

Гаплогруппа J 45 (15.9) 25 (8.6) 0.0055 2.00[1.19–3.37]
CCL5 rs2107538*A 110 (38.8) 105 (36.2) 0.44 1.04[0.74–1.46]
PVT1 rs2114358*G 169 (59.7) 170 (58.6) 0.43 1.04[0.75–1.46]

TNFSF14 rs1077667*C 266 (93.9) 261 (90.0) 0.064 1.72[0.90–3.27]
IL4 rs2243250*C 267 (94.3) 264 (91.0) 0.14 1.52[0.79–2.92]

CLEC16A-SOCS1 rs1640923*A/A 221 (78.0) 203 (70.0) 0.020 1.51[1.03–2.20]
Сочетания генетических вариантов

Гаплогруппа J + CCL5*A 21 (7.4) 4 (1.4) 0.00043 5.47[1.85–16.15]
Гаплогруппа J + PVT1*G 35 (12.4) 14 (4.8) 0.00093 2.78[1.46–5.29]

Гаплогруппа J + TNFSF14*C 44 (15.5) 21 (7.2) 0.0013 2.35[1.35–4.07]
Гаплогруппа J + IL4*C 44(15.5) 21 (7.2) 0.0013 2.35[1.35–4.07]

Гаплогруппа J + CLEC16A-SOCS1*A/A 39 (13.7) 17 (5.9) 0.0011 2.56[1.41–4.63]

Примечание. Жирным шрифтом выделены значимые ассоциации.



84 | ACTA NATURAE |  ТОМ 10  № 4 (39)  2018

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

были близки к частотам, определенным ранее для ев-
ропейской части России [8, 9]. 

В нашей работе впервые проведен анализ ас-
социации SNP митохондриального  генома 
(m.1719G > A, m.7028C > T, m.9055G > A, m.10398A 
> G, m.12308A > G) и гаплогрупп мтДНК (H, J, K, U) 
c РС у этнических русских. Из исследованных нами 
SNP анализировали ассоциацию SNP m.1719G > A, 
m.10398A > G и m.9055G > A с РС в трех европейских 
популяциях (испанцы, норвежцы, немцы); ни в одной 
из них не наблюдали значимой ассоциации с РС [23], 
что согласуется с нашими результатами. Однако SNP 
m.9055G>A (гаплогруппа К) показал значимую ас-
социацию с заболеванием у белых американцев [24], 
что, возможно, отражает их генетические отличия 
от европейцев. 

Обнаруженная в нашей работе значимая ассо-
циация гаплогруппы J c РС ранее была выявлена 
у некоторых европейских этносов [23, 25–27] (но 
не у всех исследованных), а также у американцев ев-
ропейского происхождения [28] и у персов из Ирана 
[29]. Таким образом, мы реплицировали у этниче-
ских русских данные об ассоциации гаплогруппы J 
с риском развития РС, полученные ранее. При стра-
тификации нашей выборки по полу ассоциация га-
плогруппы J с РС оставалась значимой у женщин, 
но не у мужчин, однако уровень значимости ассоци-
ации у женщин был ниже, чем в выборке, не разде-
ленной по гендерному признаку. Возможно, эти ре-
зультаты объясняются недостаточной численностью 
подгруппы мужчин. Опубликованные ранее данные 
о связи гаплогруппы K c РС в американской [24] 
и персидской популяции [30] в нашей работе на рус-
ской популяции воспроизведены не были.

Повышение риска развития РС у носителей га-
плогруппы J, вероятно, связано с ее особым влия-

нием на функционирование митохондрий и клеток 
в целом. Действительно, в исследованиях, выпол-
ненных с использованием «цибридов» – клеток, име-
ющих идентичный ядерный геном, но разные ми-
тохондрии, установлено, что именно носительство 
гаплогруппы J приводит к значимым изменениям 
в клетках. Так, показано [31], что глобальный уро-
вень метилирования ДНК в клетках периферической 
крови носителей гаплогруппы J выше, чем у носи-
телей других гаплогрупп; выше он также и в цибри-
дах, содержащих этот вариант мтДНК (J-цибриды), 
по сравнению с другими цибридами. При этом кон-
центрация АТР и продукция свободных радикалов 
в J-цибридах были снижены [31]. Показано, что по-
лиморфизм m.295C > T контрольного региона мтДНК 
(один из SNP, определяющих гаплогруппу J) влияет 
на процессы транскрипции и репликации мтДНК, 
в частности, при носительстве аллеля T усиливает-
ся связывание с мтДНК митохондриального фактора 
транскрипции А (TFAM), а также вдвое увеличива-
ется содержание мтДНК в J-цибридах в сравнении 
с H-цибридами [32]. К сожалению, авторы работы 
не приводят данных микроскопического исследо-
вания клеток, в связи с чем неясно, каким из ранее 
описанных феноменов определяется увеличение ко-
личества мтДНК: возрастанием числа митохондрий 
или же увеличением числа копий мтДНК в отдель-
ных митохондриях. Однако можно предположить, 
что увеличение содержания мтДНК у носителей 
гаплогруппы J является компенсаторной реакци-
ей на снижение продукции АТР. Одна из ключевых 
особенностей РС – увеличение энергозатрат на под-
держание структурной целостности и функциониро-
вания аксонов в участках демиелинизации, которое 
на начальных этапах заболевания может компен-
сироваться увеличением количества митохондрий 
и размеров стационарных митохондрий, а также 
повышением скорости аксонального транспорта ми-
тохондрий [33]. Можно предположить, что носитель 
гаплогруппы J использовал компенсаторный резерв 
нейронов еще до манифестации заболевания. 

С помощью мультилокусного анализа нами по-
казано вовлечение в развитие РС ряда сочетаний 
гаплогруппы J с отдельными, поодиночке не ассо-
циированными с РС, аллелями генов CCL5, PVT1, 
TNFSF14 и IL4; эти сочетания характеризуются 
большей значимостью ассоциации с заболеванием, 
чем одна гаплогруппа J. Независимо от того, возника-
ет ли наблюдаемый кумулятивный эффект при сум-
мировании независимых вкладов двух компонентов 
каждого из сочетаний или же вследствие эпистати-
ческих взаимодействий между ними [34], получен-
ные результаты позволяют предположить, что вы-
явленные только в составе сочетаний с гаплогруппой 

Таблица 3. Анализ характера взаимодействий между 
компонентами сочетаний: носительством гаплогруппы 
J митохондриального генома и аллелей/генотипов 
генов ядерного генома

Сочетание генетических 
вариантов P

FLINT
SF [95% ДИ]

Гаплогруппа J + CCL5*A 0.025 4.32[1.20–15.60]
Гаплогруппа J + PVT1*G 0.084 3.05[1.00–9.31]

Гаплогруппа J + 
TNFSF14*C 0.31 4.25[0.38–47.60]

Гаплогруппа J + IL4*C 0.14 6.85[0.65–72.30]
Гаплогруппа J +  

CLEC16A-SOCS1*A/A 0.34 2.24[0.63–7.97]

Примечание. Жирным шрифтом выделены значимые 
критерии.
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J ядерные гены вовлекаются в формирование пред-
расположенности к РС. 

Вошедшие в сочетания с гаплогруппой J белок-
кодирующие гены CCL5, TNFSF14 и IL4 объединя-
ет сходная роль их продуктов, которые участвуют 
в функционировании цитокиновой-хемокиновой 
сети. CCL5 – хемокин, действующий как хемоаттрак-
тант моноцитов, Т-клеток памяти и эозинофилов. 
Повышение концентрации CCL5 в цереброспиналь-
ной жидкости может служить одним из маркеров 
активного течения РС [35]. Провоспалительный ци-
токин TNFSF14 – четырнадцатый член суперсе-
мейства факторов некроза опухоли – может функ-
ционировать как костимулятор при активации 
лимфатических клеток, стимулировать пролифера-
цию T-клеток и вызывать апоптоз некоторых типов 
опухолевых клеток. IL4 – один из ключевых цито-
кинов, регулирующих дифференцировку наивных 
(Th0) Т-хелперов в Th2-клетки, а B-клеток – в плаз-
матические клетки. Мультилокусный анализ вари-
антов митохондриального и ядерного геномов позво-
лил нам реплицировать у этнических русских ранее 
полученные для других популяций данные об ассо-
циации rs2107538 в гене CCL5 [36], rs1077667 в гене 
TNFSF14 [37] и rs2243250 в гене IL4 [38, 39] с риском 
развития РС.

Еще один ген, выявленный нами в составе ас-
социированного с РС сочетания с гаплогруппой J, 
PVT1, кодирует длинную некодирующую РНК, 
возможно, вовлеченную в регуляцию клеточно-
го цикла [40], и содержит кластер из шести генов 
микроРНК [41]. Включенный в наше исследование 
SNP rs2114358 находится в интроне 5 гена PVT1, 
в котором локализуется ген MIR1206, и, как пока-
зано in silico, влияет на структуру зрелой miR-1206 
[42]. Методом GWAS показана ассоциация с РС 
другого полиморфизма в гене PVT1 – rs4410871 
[37], который, как и rs2114358, входит в состав гена 

микроРНК (MIR1204, локализованный в интроне 1 
гена PVT1).

Нами установлен факт синергического взаимодей-
ствия между носительством гаплогруппы J и алле-
ля rs2107538*A гена CCL5. Выяснить молекулярный 
механизм этого взаимодействия – задача на буду-
щее, однако известно, что хемокин CCL5 играет су-
щественную роль в метаболизме глутаминовой кис-
лоты в центральной нервной системе, модулируя 
глутаматергическую передачу сигнала [43], а синтез 
глутамата осуществляется при непосредственном 
участии митохондриальных ферментов [44]. Более 
того, установлено, что гомеостаз глутамата наруша-
ется в местах повреждения при РС [45], причем раз-
вивающаяся при этом глутаматная эксайтотоксич-
ность является одним из механизмов повреждения 
нейронов [46]. Эти процессы могут лежать в основе 
наблюдаемого нами синергического влияния сочета-
ния гаплогруппы J и аллеля CCL5*А на развитие РС. 
Выявленное в нашей работе другое ассоциированное 
с риском РС биаллельное сочетание, включающее 
гаплогруппу J и аллель rs2114358*G гена PVT1, от-
вечало только одному из двух использованных нами 
критериев нелинейности взаимодействия между 
генетическими вариантами. Хотелось бы предполо-
жить, что расширение размеров выборки позволит 
доказать синергическую природу этого сочетания. 

Таким образом, получены данные, свидетельству-
ющие об эпистатическом взаимодействии гаплогруп-
пы J с геном CCL5 и, возможно, еще и с геном PVT1. 
Тем самым впервые показано взаимодействие ком-
понентов ядерного и митохондриального геномов 
при формировании риска развития РС. Полученные 
результаты безусловно нуждаются в воспроизведе-
нии на независимой выборке.  

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 17-04-01293).
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ВВЕДЕНИЕ
Направленная доставка противораковых агентов 
для фотодинамической терапии приобретает все 
большее значение в современной тераностике. Этот 
подход позволяет повысить селективное накопление 
фотосенсибилизатора в опухоли и обеспечить его до-
ставку в желаемый внутриклеточный компартмент 
[1, 2]. В качестве нацеливающих фрагментов могут 
использоваться моноклональные антитела, фрагмен-
ты антител и другие белки, селективно связывающи-
еся с опухолевыми антигенами. 

Поверхностный клеточный рецептор HER2/neu, 
также известный как ErbB2, является значимым 
опухолевым маркером и наиболее изученной мише-
нью для разработки новых терапевтических агентов, 
поскольку он сверхэкспрессируется во многих типах 
опухолей, в том числе в клетках рака молочной же-
лезы человека, и ассоциирован с агрессивным фено-
типом [3, 4]. 

Ранее в лаборатории молекулярной иммуноло-
гии ИБХ РАН были получены и охарактеризова-
ны генетически кодируемые адресные фототок-
сины 4D5scFv-miniSOG [5] и DARPin-miniSOG [6]. 
В качестве нацеливающих модулей использовали 
фрагмент моноклонального антитела 4D5scFv и ис-
кусственный белок DARPin_9-29, селективно рас-
познающие внеклеточный домен рецептора эпи-
дермального фактора роста человека HER2/neu. 
В качестве фототоксического модуля в обоих случа-
ях использовали фотоактивируемый флуоресцент-
ный флавопротеин miniSOG [7]. Оба белка показали 
избирательный фототоксический эффект in vitro: 
для HER2-положительных клеток аденокарциномы 
молочной железы человека SK-BR-3 IC

50
 составила 

160 нМ в случае 4D5scFv-miniSOG и 0.8 мМ в случае 
DARPin-miniSOG. Также оба белка обладали способ-
ностью вызывать рецептор-опосредованный эндоци-
тоз [4–6], однако скорость интернализации DARPin-
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РЕФЕРАТ Белковый фотосенсибилизатор miniSOG является перспективным агентом для фотодинамиче-
ской терапии. Генетически кодируемые фототоксины 4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG способны 
специфически связываться с онкомаркером HER2, который сверхэкспрессируется на поверхности раковых 
клеток, а также способствовать его интернализации. Установлено, что попадание белков в комплексе с этим 
рецептором в эндосомы приводит к падению флуоресцентного сигнала фототоксического модуля. С целью 
выяснения механизма угасания флуоресценции проанализировано влияние таких факторов, как низкие 
значения pH, протеолиз, восстановление кофактора и др. Обнаружено, что значимый вклад в изменение 
флуоресцентных свойств вносит экранирование и поглощение флуоресценции miniSOG флуорофорами 
клетки, в том числе цитохромом с.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА адресные белковые фотосенсибилизаторы, интернализация, miniSOG, рецептор HER2, 
флуоресценция.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ HER2 – рецептор 2 эпидермального фактора роста человека; scFv – одноцепо-
чечный вариабельный фрагмент антитела; DARPin – искусственный белок с анкириновыми повтора-
ми (Designed Ankyrin Repeat Protein); FITC – флуоресцеинизотиоцианат; FMN – флавинмононуклеотид; 
IPTG – изопропил-β-D-тиогалактопиранозид; ПААГ – полиакриламидный гель; PBS – фосфатно-солевой 
буфер; GSH – глутатион.
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miniSOG в комплексе с HER2 оказалась выше, чем 
у комплекса с 4D5scFv-miniSOG [8]. Поскольку 
константы диссоциации фототоксинов и рецептора, 
определенные с помощью метода поверхностного 
плазмонного резонанса, имеют сравнимые значения, 
был сделан вывод о том, что решающее значение 
для эффективности данных фотосенсибилизаторов 
имеет скорость интернализации, определяющая вре-
мя нахождения токсина на мембране.

Быстрая оценка динамики интернализации 
данных белков стала возможной благодаря тому, 
что miniSOG обладает собственной флуоресценцией, 
интенсивность которой падает при попадании фото-
токсинов в эндосомы. Однако механизм угасания 
флуоресценции miniSOG при попадании в клетку 
до сих пор не был установлен, и, исходя из процессов, 
происходящих в эндосоме, можно сформулировать 
несколько гипотез, объясняющих данное явление. 
Подобное угасание флуоресценции некоторых флуо-
рофоров в эндосоме может быть связано с протониро-
ванием при понижении pH. Так, флуоресцеинизоти-
оцианат (FITC) реагирует на изменение кислотности 
и используется для изучения интернализации кле-
точных рецепторов [9]. Основой хромофора miniSOG 
является флавинмононуклеотид (FMN), который 
также способен подвергаться протонированию, 
что может служить причиной падения флуоресцен-
ции [9, 10]. Флуоресцентные свойства белка miniSOG 
определяются его кофактором, поэтому протеолиз 
в эндосоме или лизосоме считается менее вероятной 
причиной этого явления. Наконец, падение интен-
сивности флуоресценции фототоксинов может быть 
следствием экранирования miniSOG и поглощения 
его флуоресценции хромофорами цитоплазмы.

Данная работа посвящена изучению причин па-
дения интенсивности флуоресценции белковых фо-
тотоксинов 4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG. 
Угасание miniSOG в эндосоме делает этот модуль 
удобным инструментом для изучения динамики 
интернализации, однако важно понимать причины 
этого явления, так как флуоресцентные свойства 
miniSOG неразрывно связаны с его токсическими 
свойствами, и физико-химические процессы, проис-
ходящие с ним в различных компартментах клетки, 
должны учитываться при разработке систем достав-
ки фототоксина к терапевтическим мишеням.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

 Клеточные линии и условия культивирования
Клетки аденокарциномы молочной железы челове-
ка SK-BR-3, сверхэкспрессирующие поверхностный 
рецептор HER2, и клетки яичников китайского хо-
мячка CHO (Chinese hamster ovary) культивировали 

в среде McCoy’s 5A (Life Technologies, США), содер-
жащей 10% эмбриональной сыворотки теленка (FBS) 
(HyClone, Бельгия) и 2 мM L-глутамина («ПанЭко», 
Россия) в атмосфере 5% CO

2 
при 37◦С.

Получение рекомбинантных белков 4D5scFv-
miniSOG и DARPin-miniSOG
Белки 4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG на-
рабатывали в бактериях Escherichia coli штамм 
BL21(DE3). Клетки трансформировали плазмидой 
pET22b, содержащей ген соответствующего белка. 
Трансформированные бактерии растили в жидкой 
питательной среде LB (1% триптона, 0.5% дрожже-
вого экстракта, 1% NaCl) до достижения оптической 
плотности OD

600 
= 0.5. Экспрессию индуцировали 1 мМ 

изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозидом (IPTG, 
Merсk, Германия), после чего биомассу растили 
при 25◦С в течение 24 ч. Полученную биомассу осаж-
дали центрифугированием (10000g, при 4◦С) в течение 
10 мин, ресуспендировали в 60 мл 20 мМ фосфатного 
буфера (3.2 мМ NaH

2
PO

4
, 16.8 мМ Na

2
HPO

4
, 0.3 М NaCl, 

pH 7.5) и лизировали при помощи ультразвука на де-
зинтеграторе VCX120 (Sonic and Materials Inc., США) 
в импульсном режиме (30 с – импульс, 30 с – охлаж-
дение, амплитуда – 70%) в течение 5 мин. Для разде-
ления растворимой и нерастворимой фракций лизат 
центрифугировали (50000g, при 10◦С) в течение 30 
мин, осадок отделяли от супернатанта, из которого 
выделяли целевые белки.

Из растворимой фракции белки 4D5scFv-miniSOG 
и DARPin-miniSOG выделяли с использованием ме-
талл-хелатной аффинной хроматографии на колон-
ке HisTrap FF 1 мл (GE Healthcare, США), содержа-
щей Ni2+-NTA-сефарозу. Элюцию белков проводили 
ступенчатым изменением концентрации имидазола 
от 15 до 500 мМ в 20 мМ фосфатном буфере (pH 7.5) 
с рабочей скоростью 0.5 мл/мин с использовани-
ем УФ-ячейки (RD2:250-280, Reach Devices, США), 
детектирующей светопоглощение при 260 и 280 нм. 
После хроматографии белковые фракции анали-
зировали методом электрофореза в полиакрила-
мидном геле (ПААГ) в денатурирующих условиях 
в присутствии додецилсульфата натрия по Лэммли. 
Концентрацию целевых белков определяли биуре-
товой реакцией в присутствии бицинхониновой кис-
лоты при помощи набора Pierce BSA Protein Assay 
Kit (Thermo Scientific, США) по протоколу произво-
дителя. 

Подтверждение специфичности связывания 
4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG 
с рецептором HER2
Присутствие рецептора HER2 на клетках и специ-
фичность связывания с ним белков 4D5scFv-
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miniSOG и DARPin-miniSOG анализировали с по-
мощью проточного цитометра BD Accuri C6 (Becton 
Dickinson, США) со следующими параметрами: мощ-
ность лазера 20 мВт, длина волны 488 нм, фильтры 
533/30 BP (FL1-канал) для детекции флуоресцен-
ции белков и 585/40 BP (FL3-канал) для детекции 
флуоресценции йодида пропидия. Данные ана-
лизировали с использованием программного обе-
спечения BD Accuri C6 Sortware и обрабатывали 
в программе FlowJo. В эксперименте использовали 
HER2-положительные клетки SK-BR-3 и HER2-
отрицательные клетки CHO. На каждую пробу брали 
~ 105 клеток, инкубировали их с белками 4D5scFv-
miniSOG, DARPin-miniSOG, 4D5scFv, конъюгиро-
ванным с FITC (4D5scFv-FITC), или бета-лактогло-
булином, конъюгированным с FITC (β-LG-FITC) (все 
белки в концентрации 2 мкМ) в PBS, содержащем 1% 
бычьего сывороточного альбумина («Диаэм», Россия), 
в течение 15 мин в темноте на льду. После окрашива-
ния клеточную суспензию дважды отмывали в PBS, 
содержащем 1% бычьего сывороточного альбумина. 
Для исключения из анализа мертвых клеток перед 
измерением пробу в течение 5 мин инкубировали 
с йодистым пропидием в концентрации 2.5 мкг/мл. 
При измерении флуоресценции выделяли популя-
ции одиночных клеток по параметрам светорассе-
яния (FSC-H/FSC-A), затем среди них выбирали 
для анализа живые клетки, не окрашенные йодидом 
пропидия. Для каждого образца собирали не менее 
104 событий. 

Изучение скорости интернализации DARPin-
miniSOG и 4D5scFv-miniSOG
Для оценки скорости рецептор-опосредованной ин-
тернализации использовали клетки SK-BR-3, окра-
шенные DARPin-miniSOG и 4D5scFv-miniSOG. 
Флуоресценцию образцов измеряли с помощью про-
точного цитометра BD Accuri C6 (Becton Dickinson, 
США) как описано выше. Выделяли две группы об-
разцов: первую группу после окрашивания инкуби-
ровали при температуре 4◦С (условия, при которых 
отсутствует рецептор-опосредованная интерна-
лизация), вторую – при 37◦С. Показания снимали 
в нескольких временных точках: 5, 10, 30 и 60 мин. 
Для каждого образца собирали не менее 104 событий. 

Изучение механизма угасания фототоксинов 
на основе miniSOG в эндосоме
Влияние pH и воздействия протеаз на DARPin-
miniSOG, 4D5scFv-miniSOG и FMN оценивали, 
измеряя интенсивность флуоресценции, возбуж-
даемой светом с длиной волны 488 нм и детектиру-
емой при 535 нм, на планшетном спектрофотометре 
Infinite M1000 (Tecan, Швейцария). Белки в концен-

трации 35 мкМ инкубировали при температуре 37◦С 
в буфере (100 мМ Tрис-HCl), доведенном до нужного 
значения pH, а также с протеолитическими фермен-
тами в концентрации 40 мкМ (трипсин, химотрипсин, 
пепсин, папаин (Sigma, США)) и восстановителями 
(дитиотреитол, глутатион (восстановленная форма), 
аскорбиновая кислота, NADH, NaBH

4
 (Sigma, США)) 

в концентрации 10 мМ. Показания снимали сразу по-
сле добавления белка и через 1 и 2 ч инкубации. 

Для оценки влияния присутствия других хромофо-
ров на интенсивность флуоресценции FMN, DARPin-
miniSOG в сравнении с DARPin-FITC использовали 
краситель трипановый синий («ПанЭко», Россия) 
в концентрации 0.1% и цитохром с в концентрации 300 
мкМ (Sigma, США). Интенсивность флуоресценции 
образцов измеряли на планшетном спектрофотометре 
Infinite M1000 (Tecan, Швейцария), флуоресценцию 
возбуждали светом с длиной волны 488 нм и детекти-
ровали в диапазоне длин волн 525–545 нм. Показания 
снимали сразу после добавления хромофоров.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для эффективной работы противоопухолевого агента 
в фотодинамической терапии важно обеспечить его 
селективную доставку к мишени. Так, в нашем слу-
чае для доставки цитотоксического модуля miniSOG 
использовали две адресные молекулы: белок неим-
муноглобулиновой природы (DARPin_9-29) и одно-
цепочечный вариабельный фрагмент (scFv) анти-
тела 4D5, нацеленные на поверхностный рецептор 
HER2. Фототоксический модуль miniSOG является 
флавопротеином, способным за счет связанного FMN 
под действием синего света генерировать активные 
формы кислорода. Для получения рекомбинантных 
белков клетки E. coli BL21(DE3) трансформировали 
соответствующими плазмидами pET22b-4D5scFv-
miniSOG и pDARPin-miniSOG. Из растворимой 
фракции белки 4D5scFv-miniSOG и DARPin-
miniSOG выделяли с использованием металл-хелат-
ной аффинной хроматографии на основе Ni2+-NTA 
с элюцией растворами имидазола. Для подтвержде-
ния активности полученных белковых фотосенси-
билизаторов методом проточной цитофлуориметрии 
оценивали специфичность связывания гибридных 
белков 4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG с ре-
цептором HER2/neu на поверхности клеток адено-
карциномы молочной железы человека SK-BR-3, 
сверхэкспрессирующей HER2/neu. Это позволило 
проверить как селективность связывания адресного 
модуля DARPin с рецептором, так и функциональ-
ность флавопротеина, поскольку токсический модуль 
miniSOG обладает собственными флуоресцентными 
свойствами, и его связывание с клетками можно де-
тектировать напрямую [11].
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Наличие на поверхности клеток рецептора HER2/
neu было подтверждено их окрашиванием 4D5scFv, 
конъюгированным с флуоресцеинизотиоцианатом 
(4D5scFv-FITC). В качестве отрицательного кон-
троля использовали бета-лактоглобулин, конъюги-
рованный с FITC (β-LG-FITC), не связывающийся 
с HER2 на поверхности клеток. Показано, что НЕR2-
отрицательные клетки CHO не дают флуоресцентно-
го сигнала после инкубации с белками 4D5scFv-FITC, 
β-LG-FITC и целевыми белками 4D5scFv-miniSOG, 
DARPin-miniSOG (таблица).

Таким образом, показано, что адресные реком-
бинантные белки 4D5scFv-miniSOG и DARPin-
miniSOG высокоспецифично связываются с по-
верхностным рецептором HER2/neu на поверхности 
клеток SK-BR-3 аденокарциномы молочной железы 
человека. 

Обнаружено, что после связывания белков 
DARPin-miniSOG и 4D5scFv-miniSOG с рецепто-
ром на поверхности клеток SK-BR-3 при температу-
ре +4◦С рецептор-опосредованной интернализации 
белков не происходит. Однако при +37◦С комплекс 
рецептор–белок подвергается интернализации, 
о чем свидетельствует снижение интенсивности 
флуоресценции ΔMFI (разность между средними 
значениями флуоресценции окрашенных и неокра-
шенных клеток) (рис. 1). При этом рекомбинантный 
белок DARPin-miniSOG интернализуется в ком-
плексе с рецептором быстрее, чем 4D5scFv-miniSOG, 
так как ΔMFI для DARPin-miniSOG снижается вдвое 
по сравнению с начальной точкой в течение пер-
вых 10 мин, в то время как для 4D5scFv -miniSOG 
это занимает 40 мин. Полученные данные согласу-
ются с опубликованными: 4D5scFv-miniSOG прояв-
ляет более высокую цитотоксичность по сравнению 
с DARPin-miniSOG [5, 6], так как дольше локали-
зован на мембране. Поскольку преимущественным 
механизмом гибели клеток, облученных в присут-
ствии данных фототоксинов, является некроз, по-

вреждение мембраны вносит решающий вклад 
в токсичность адресных белков. Однако падение ин-
тенсивности флуоресценции miniSOG может сви-
детельствовать о реакциях с участием хромофора, 
что также должно повлиять на его эффективность 
в качестве фототоксина. 

Для того чтобы выяснить причины падения интен-
сивности флуоресценции и токсичности белков на ос-
нове miniSOG при их интернализации, мы оценили 
воздействие разных факторов на флуоресцентные 
свойства miniSOG. Было выдвинуто предположе-
ние, что угасание флуоресценции DARPin-miniSOG 
в процессе интернализации может быть связано с из-
менением pH среды при попадании комплекса рецеп-
тор–белок в эндосомы и лизосомы. На рис. 2 показана 
зависимость интенсивности флуоресценции белков 
DARPin-miniSOG и 4D5scFv-miniSOG и флавино-
вого кофактора (FMN) от pH раствора при темпера-
туре +37◦С. Достоверное и значительное снижение 
флуоресцентного сигнала (более чем в 2 раза) на-
блюдалось при pH 3 и менее существенное при pH 
4. В то же время известно [12], что в эндосомах и ли-
зосомах минимальное значение pH составляет 4.8, 
поэтому тушение флуоресценции miniSOG при его 
интернализации не может объясняться реакцией 
на закисление среды эндосом. Кроме того, изменение 
температуры в диапазоне от +4°С до +37°С не явля-
ется причиной падения интенсивности флуоресцен-
ции FMN и DARPin-miniSOG.

 Флуоресценция клеток после окрашивания различны-
ми белками. Приведены средние значения трех экс-
периментов ± ошибка среднего

Образец
Интенсивность флуоресценции 

в канале FL1

Клетки SK-BR-3 Клетки CHO

Неокрашенные клетки 3700 ± 400 3700 ± 900
+ β-LG-FITC 5700 ± 600 3300 ± 400

+ 4D5scFv-FITC 2.7×104 ± 7 × 103 3200 ± 500
+ 4D5scFv-miniSOG  2.3×104 ± 3 × 103  4600 ± 400
+ DARPin-miniSOG 1.71×104 ± 1.6 × 103 3000 ± 400

Рис. 1. Изменение интенсивности флуоресценции фо-
тотоксичных белков в условиях интернализации в ком-
плексе с HER2 (+37оС) и в условиях, препятствующих 
интернализации (+4оС). 1 – 4D5scFv-miniSOG, +4°С; 
2 – DARPin-miniSOG, +4°С; 3 – 4D5scFv-miniSOG, 
+37°С; 4 – DARPin-miniSOG, +37°С. ΔMFI – разница 
в интенсивности флуоресценции между окрашенными 
клетками и неокрашенным образцом, инкубирован-
ным в тех же условиях 

ΔMFI
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Для проверки гипотезы о возможном влиянии про-
теолиза в эндосоме на интенсивность флуоресценции 
DARPin-miniSOG и 4D5scFv-miniSOG были созданы 
искусственные условия протеолиза такими фермен-
тами, как трипсин, папаин, химотрипсин, подобный 
эндосомному катепсину G [13], и пепсин, соответ-
ствующий по активности катепсинам D и Е лизосом 
[14], при оптимальных для них значениях pH. FMN 
использовали в качестве контроля. Значительное па-
дение интенсивности сигнала флуоресценции FMN, 
DARPin-miniSOG и 4D5scFv-miniSOG наблюда-
лось только при обработке целевых белков пепси-
ном (рис. 3). Однако, основываясь на приведенных 
выше данных (рис. 2), можно сделать вывод о том, 
что причиной тушения флуоресценции является 
низкое значение pH. Эта гипотеза подтверждает-
ся и тем, что падение флуоресценции произошло 
и в реакционной смеси, содержащей вместо белко-
вых фототоксинов FMN, не чувствительный к про-
теолизу. При этом обработка другими протеазами 
не привела к снижению флуоресцентного сигнала в 2 
или более раз, что наблюдалось при интернализации 
(рис. 1). Расщепление DARPin-miniSOG и 4D5scFv-
miniSOG в экспериментальных условиях подтверж-
дено при помощи электрофореза в 15% полиакрила-
мидном геле в денатурирующих условиях по методу 
Лэммли: через 1 ч инкубации наблюдалось полное 
расщепление белковых фототоксинов. 

Еще одной причиной падения интенсивности 
флуоресценции miniSOG при рецептор-опосредо-
ванной интернализации могло быть восстановление 
кофактора (флавинмононуклеотида) реакционно-
способными молекулами клетки. Известно, что ин-
тенсивность флуоресценции FMN падает при его 
восстановлении [15], и, если при наработке miniSOG 
в бактериях в белок включается заметная доля окис-
ленной формы кофактора или он легко окисляется 
при хранении, то восстановление может объяснять 
угасание флуорофора в клетке. Изучено воздей-
ствие на DARPin-miniSOG и 4D5scFv-miniSOG 
следующих восстановителей: дитиотреитола, глу-
татиона (восстановленная форма, GSH), аскорбино-
вой кислоты, NADH, борогидрида натрия (NaBH

4
) 

(рис. 4А,Б) и FMN в отсутствие белковой составля-
ющей (рис. 4В). Установлено, что свободный FMN 
может быть восстановлен NaBH

4
 и аскорбиновой 

кислотой, вследствие чего происходит падение флу-
оресцентного сигнала примерно в 2 раза. В то же вре-
мя восстановление кофактора флавинмононуклео-
тида в составе DARPin-miniSOG происходит только 
при повышенных концентрациях NaBH

4
 (от 10 мМ). 

Поскольку физиологически более релевантные вос-
становители не показали такого эффекта, был сделан 
вывод о том, что восстановление кофактора не игра-
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без инкубации

1 ч инкубации

Рис. 2. Зависимость интенсивности флуоресценции 
4D5scFv-miniSOG (А), DARPin-miniSOG (Б) и FMN 
(В) от pH среды при 37°C в течение 1 ч. Здесь 
и на рис. 3–5 MFI – интенсивность флуоресценции; 
M ± m, n = 3
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ет значимой роли в изменении интенсивности флу-
оресценции miniSOG в клетке. Кроме того, оцене-
но воздействие внутриклеточных восстановителей 
на интенсивность флуоресцентного сигнала DARPin-
miniSOG и 4D5scFv-miniSOG после обработки про-
теазами при оптимальных для данных ферментов 
значениях pH, что также не повлияло на флуорес-
центные свойства белков на основе miniSOG. 
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Рис. 3. Зависимость интенсивности флуоресценции 
4D5scFv-miniSOG (А), DARPin-miniSOG (Б) и FMN (В) 
от обработки специфическими протеазами при 37°C 
в течение 1 ч. 1 – трипсин; 2 – химотрипсин; 3 – папа-
ин; 4 – пепсин 
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Рис. 4. Зависимость интенсивности флуоресценции 
4D5scFv-miniSOG (А), DARPin-miniSOG (Б) и FMN (В) 
от воздействия внутриклеточных восстановителей 
при 37°C в течение 1 ч. DTT – дитиотреитол; АК – 
аскорбиновая кислота

В качестве еще одной гипотезы, объясняющей 
снижение интенсивности флуоресценции miniSOG 
в клетке, рассматривали экранирование молеку-
лы белка и поглощение ее флуоресценции хромо-
форами клетки. В качестве модельной молекулы, 
способной поглощать флуоресценцию miniSOG in 
vitro, был протестирован краситель трипановый 
синий, который способствовал полному гашению 
флуоресцентного сигнала как DARPin-miniSOG, 
так и 4D5scFv-miniSOG. Нативными перехватчика-
ми излучения miniSOG внутри клетки могут быть 
гемопротеины, такие, как цитохром с. Показано, 
что при возбуждении флуоресценции в присутствии 
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Рис. 5. Вли-
яние разных 
хромофоров 
на интенсив-
ность флу-
оресценции 
4D5scFv-
miniSOG 
(А), DARPin-
miniSOG 
(Б), FMN (В) 
и DARPin-FITC 
(Г) 
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цитохрома как в случае FMN, так и в случае целевых 
белков происходит падение флуоресцентного сигнала 
в 2 раза, при этом DARPin, конъюгированный с FITC, 
стандартным флуоресцентным красителем, не пока-
зал такого результата (рис. 5). 

Стоит отметить, что флуоресценция FITC изменя-
ется также в эндосомах и лизосомах в зависимости 
от значений pH среды. В настоящее время краситель 
используется в качестве сенсора для измерения 
pH эндосом клеток [9, 10]. Цитотоксический модуль 
miniSOG, как и FITC, может использоваться для де-
текции интернализации HER2, но при этом причины 
падения флуоресцентных сигналов разные. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Основной причиной снижения интенсивности флу-
оресценции фототоксинов на основе miniSOG явля-
ются их экранирование и поглощение флуоресцен-
ции miniSOG флуорофорами клетки. Устойчивость 
miniSOG внутри клетки делает его перспективным 
компонентом для создания тераностических агентов, 
так как спектральные свойства данного фототоксина 
позволяют использовать его в паре с люциферазой 
NanoLuc, которая решает проблему экранирова-

ния miniSOG [16]. Нами обнаружено, что цитоток-
сический модуль miniSOG в составе рекомбинант-
ных белков 4D5scFv-miniSOG и DARPin-miniSOG, 
как и FITC, может использоваться для детекции ин-
тернализации HER2, но при этом причины падения 
флуоресцентных сигналов разные. 

Понимание механизма тушения флуоресценции 
фотосенсибилизатора позволяет адекватно интер-
претировать данные по динамике интернализации 
тераностических агентов в комплексе с рецептором 
HER2. Это важно для рационального дизайна фото-
токсических агентов направленного действия, по-
скольку установлено [17], что их эффективность 
зависит от локализации и накопления в раковых 
клетках. 
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ВВЕДЕНИЕ
Бронхиальная астма (БА) – это заболевание, в ос-
нове которого лежит хроническое воспаление ды-
хательных путей. Воспаление, обуславливающее 
гиперреактивность бронхов, развивается под вли-
янием Т-хелперов второго типа (Th2-ответ). За по-
следние 15–20 лет заболеваемость БА среди насе-
ления Российской Федерации выросла более чем в 3 
раза и составила 902.8 на 100000 населения (2007 г.). 
Обострения БА у детей и взрослых в большинстве 
случаев ассоциированы с острыми респираторными 

вирусными инфекциями (ОРВИ). Некоторые виды 
вирусов, такие, как респираторно-синцитиальный 
вирус (РСВ), риновирусы, метапневмовирус, вирусы 
гриппа, парагриппа и коронавирусы, детектированы 
в секретах дыхательных путей в период обострения 
БА [1]. В связи с этим разработка новых средств про-
филактики ОРВИ является важной проблемой систе-
мы здравоохранения.

Альвеолярные Мф (аМф) – доминантная попу-
ляция клеток бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ), 
отличаются способностью приобретать разнообраз-

УДК 612.017.1:612.112.31

Иммуномакс – агонист TLR4 – влияет 
на фенотип легочных макрофагов 
при респираторно-синцитиальной 
вирусной инфекции у мышей 
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РЕФЕРАТ В экспериментах in vitro и in vivo изучено действие Иммуномакса – агониста TLR4 растительного 
происхождения. В частности, с использованием культуры макрофагов, выделенных из костного мозга мы-
шей, показано, что Иммуномакс переводит макрофаги мыши из состояния М0 и М2 в М1 (для определения 
фенотипа использовали данные об экспрессии мРНК генов ARG1 и iNOS). Профилактическое (противо-
вирусное) действие Иммуномакса изучено как на модели инфекции мышей респираторно-синцитиальным 
вирусом (РСВ), так и на модели обострения бронхиальной астмы на фоне РСВ-инфекции. В эксперименте 
с вирусиндуцированным обострением бронхиальной астмы выявили достоверное снижение вирусной на-
грузки в гомогенатах легких мышей, обработанных Иммуномаксом, а также тенденцию к снижению уровня 
Th2-зависимых овальбуминспецифических IgG1-антител в сыворотке крови, преобладание М1-фенотипа 
макрофагов в легких, повышение РСВ-активированных CD4+ Т-клеток, содержащих внутриклеточный 
IFN-γ (Th1-клетки), и одновременно значительное снижение CD4+ клеток, секретирующих внутрикле-
точный IL-4 (Th2-клетки), определенных в селезенках мышей методом ELISPOT через 1.5 месяца после 
окончания эксперимента. Эти данные свидетельствуют о том, что применение Иммуномакса поляризует 
иммунный ответ в сторону Th1 и, по-видимому, может быть использовано в качестве средства для профи-
лактики РСВ-инфекции на фоне иммунного ответа аллергического типа.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА бронхиальная астма, респираторно-синцитиальный вирус, макрофаги, PRR, агонист 
TLR4.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БА – бронхиальная астма; ОРВИ – острые респираторные вирусные инфекции; 
IL – интерлейкин; РСВ – респираторно-синцитиальный вирус; TLR – Toll-подобные рецепторы; Мф – ма-
крофаги; IFN – интерферон; БАЛ – бронхоальвеолярный лаваж; ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция 
с детекцией в режиме реального времени; аМф – альвеолярные Мф. 
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ные фенотипы в зависимости от сигналов микро-
окружения (классически активированные М1, аль-
тернативно активированные М2). Регуляторную роль 
различных фенотипов Mф in vivo активно изуча-
ют, но накапливаются данные, свидетельствующие 
о том, что Мф могут участвовать в патогенезе БА [2, 
3]. 

Среди рецепторов распознавания молекуляр-
ных образов патогенов (pathogen pattern recognition 
receptors, PRR) наиболее изучены Toll-подобные 
рецепторы (TLR), активация которых необходима 
для запуска механизмов врожденного иммунно-
го ответа на инфекцию. В связи с этим считается, 
что агонисты TLR могут использоваться в качестве 
иммунотерапевтических препаратов или адъюван-
тов вакцин для лечения инфекционных заболеваний. 
Выделенный из проростков картофеля [4] TLR4-
агонист Иммуномакс эффективен в отношении цело-
го ряда патогенов как вирусной (папилломавирус, 
герпесвирус), так и бактериальной природы, а также 
обладает потенциальной противоопухолевой актив-
ностью [5]. Ранее сообщалось, что иммуномодулятор 
Иммуномакс активирует моноциты, Мф, NK и ден-
дритные клетки [6]. 

В данной работе изучена роль М2 Mф при воспа-
лении БА, индуцированной вирусными инфекция-
ми, а также возможность искусственного изменения 
поляризации Мф из М2 в М1 с помощью агонистов 
TLR с целью повышения эффективности иммунной 
защиты от РСВ на фоне иммунного ответа аллерги-
ческого типа. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Поляризация макрофагов мыши посредством 
препарата Иммуномакс в экспериментах in vitro
Макрофаги (Мф), выделенные из костного мозга 
мыши, помещали в 24-луночные планшеты в кон-
центрации 105 клеток на лунку и в течение 7 дней 
культивировали в среде, содержащей гранулоци-
тарно-макрофагальный колониестимулирующий 
фактор (GM-CSF). Через 7 дней клетки в течение 
24 ч обрабатывали IL-4 для получения М2 Мф, 
Иммуномаксом – для получения М1 или пита-
тельной средой для М0. Через 24 ч после обработ-
ки IL-4 среду заменяли на новую с Иммуномаксом 
для реполяризации М2 в М1, а также добавля-
ли Иммуномакс в М0 для реполяризации в М1. 
Схема эксперимента представлена на рис. 1А. Через 
24 ч после обработки лизаты клеток отбирали, за-
мораживали при -80°C и хранили до момента ис-
следования. Далее образцы анализировали методом 
ПЦР-РВ, определяя при этом уровень мРНК генов 
iNOS и ARG1 мыши. 

Эксперименты в условиях in vivo
Профилактический эффект Иммуномакса in vivo 
мы оценивали на двух экспериментальных моделях: 
РСВ-инфекции у мышей и вирус-индуцированно-
го обострения БА у мышей. Схема экспериментов 
представлена на рис. 2А и 2Б соответственно. В ка-

Рис.1. TLR4-агонист Иммуномакс поляризует макро-
фаги мыши в М1-фенотип в условиях in vitro. A – ди-
зайн эксперимента; уровень экспрессии мРНК iNOS (Б) 
и ARG1 (В), оцененный методом ПЦР-РВ и нормиро-
ванный по уровню мРНК бета-актина
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честве вирусного агента был выбран РСВ штамм А2. 
В экспериментах использовали самок мышей линии 
BALB/c массой 18–20 г из питомника «Столбовая», 
Россия.

В экспериментах были сформированы по четыре 
группы животных (N = 17) (рис. 2). По восемь мышей 
из каждой группы использовали для гистологиче-
ского исследования и ПЦР-анализа. Часть мышей 
(N = 4) использовали для анализа фенотипов популя-
ций макрофагов в легких (посредством комплексного 
клеточного анализа бронхиального лаважа и клеточ-
ного инфильтрата легких с помощью многопара-
метровой проточной цитометрии). Четырех мышей 
из каждой группы использовали для идентификации 
количества РСВ-специфических CD4+ Т-клеток, се-
кретирующих IFN-γ и IL-4, методом ELISPOT через 
1.5 месяца после инфекции. 

На основании работы Misharin и соавт. [7] 
для идентификации популяций клеток миелоид-
ного ряда мы выбрали следующее сочетание анти-
тел – CD11b Brilliant Violet 510™, CD45 AlexaFluor®, 
Ly-6C PE, CD11cPE/Dazzle™ 594, CD49bPerCP/Cy5.5, 
Ly-6GPE/Cy7, F4/80APC, I-A/I-EAPC/Cy7. Для со-
ртировки клеток использовали проточный цитометр 
FACSAria II. Экспрессию мРНК генов iNOS и ARG1 
в отсортированных Мф оценивали методом ПЦР-РВ. 

С целью оценки противовирусного эффекта агони-
стов TLR методом ПЦР-РВ определяли уровень РНК 
РСВ в лизатах клеток, выделенных из гомогенатов 
легких. 

Для идентификации секретирующих IFN-γ и IL-4 
РСВ-специфических CD4+ Т-клеток использова-
ли коммерческие наборы Mouse IL-4 ELISPOT Set 
и Mouse IFN-γ ELISPOT Kit (BD Biosciences, США) 
согласно инструкции производителя. 

Статистическую обработку полученных данных 
проводили при помощи программного обеспечения 
GraphPad Prism version 4.0. Данные считали стати-
стически значимыми при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Мы изучали возможность Иммуномакса, агониста 
TLR4, переводить макрофаги мыши из состояния М0 
и М2 в М1. Фенотип Мф определяли, используя ин-
формацию об экспрессии мРНК генов iNOS и ARG1 – 
маркеров М1- и М2-фенотипов соответственно [8]. 
Полученные нами данные подтверждают способ-
ность Иммуномакса реполяризовать клетки в состоя-
ние М1. В частности, в обработанных Иммуномаксом 
М0 повышается экспрессия iNOS и снижается экс-
прессия ARG1. Такой же эффект мы наблюдали 
в М2-клетках, обработанных Иммуномаксом (повы-

Рис.2. Схема экспериментов in vivo. А – модель РСВ-инфекции на мышах, Б – модель обострения бронхиаль-
ной астмы (БА) на фоне РСВ-инфекции у мышей. PBS – фосфатно-солевой буфер, и.н. – интраназальное вве-
дение, ФВД – оценка функции внешнего дыхания, OVA – овальбумин, и.п. – интраперитонеальное введение, 
БАЛ – бронхоальвеолярный лаваж. Были сформированы следующие экспериментальные группы животных 
(на модели РСВ-инфекции): 1) РСВ+Иммуномакс (N = 17); 2) РСВ+Poly (I:C) (N = 17); 3) РСВ (N = 17); 4) интакт-
ные мыши (N = 17). На модели обострения БА на фоне РСВ-инфекции:1) БА/РСВ+Иммуномакс (N = 17); 
2) БА/РСВ+Poly (I:C) (N = 17); 3) БА/РСВ (N = 17); 4) интактные мыши (N = 17)
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шение уровня мРНК гена iNOS и снижение ARG1 
(рис. 1Б, В)).

На следующем этапе мы перешли к изучению 
in vivo профилактического эффекта от примене-
ния Иммуномакса как в экспериментах с РСВ-
инфекцией у мышей, так и с обострением БА на фоне 
РСВ-инфекции (рис. 2). В этой серии мы оценивали 
целый ряд параметров, таких, как функция дыхания, 
клеточный состав БАЛ, гистологические изменения, 
уровень сывороточных овальбуминспецифических 
антител разных классов (IgE, IgG1 и IgG2). Не выяв-
лено статистически значимых различий в величинах 
этих показателей у животных экспериментальных 
групп (данные не представлены).

Однако следует отметить, что в эксперимен-
те с БА+РСВ мы выявили тенденцию к снижению 
уровня овальбуминспецифических IgG1-антител 
в сыворотке крови мышей, получавших Иммуномакс 
(данные не представлены). Классическим носителем 
свойств антител являются Th2-зависимые IgG1-
антитела, содержание которых может увеличиваться 
при аллергических заболеваниях. Снижение под воз-
действием Иммуномакса уровня IgG1-антител, на-
блюдаемое в нашем исследовании, по всей видимо-
сти, свидетельствует о развитии иммунных реакций 
по Th1-типу. Интересно, что эти реакции наблюда-

ются на системном уровне, несмотря на интраназаль-
ное введение препарата. 

Особый интерес представлял фенотип легоч-
ных Мф мышей в разных условиях эксперимента, 
так как мы предполагаем, что при интраназальном 
введении Иммуномакс действует на клетки этого 
типа, переводя их в состояние М1. Чтобы проверить 
эту гипотезу, мы выделяли Мф из легких посред-
ством сортировки на проточном цитометре FACSAria 
II и оценивали экспрессию мРНК генов iNOS и ARG1. 
При анализе данных ПЦР-РВ мы отметили тенден-
цию к повышению уровня iNOS (рис. 3А) и значи-
мое снижение уровня ARG1 (рис. 3В) в Мф мышей 
с БА, обработанных Иммуномаксом, на фоне РСВ-
инфекции. Это указывает на поляризацию Мф в про-
тивовирусное М1-состояние. Однако в эксперимен-
те с РСВ-инфекцией у мышей подобной тенденции 
не выявлено (рис. 3Б,Г). 

При оценке вирусной нагрузки отмечено стати-
стически значимое снижение количества вирусной 
РНК в легких мышей, обработанных Иммуномаксом, 
по сравнению с группой животных, не получавших 
лечение (рис. 3Д). Отмечена также тенденция к сни-
жению вирусной нагрузки в группе, обработанной 
Poly (I : C) – агонистом TLR3. Эти данные получены 
в эксперименте с вирус-индуцированным обостре-

Рис. 3. Экс-
прессия мРНК 
iNOS (A, Б) 
и ARG1 (В, Г) 
в альвеоляр-
ных макро-
фагах мыши. 
Д, Е – количе-
ство вирусной 
РНК РСВ на 1 г 
легочной 
ткани мышей, 
определен-
ное методом 
ПЦР-РВ. A, В, 
Д – модель 
обострения 
бронхиаль-
ной астмы 
(БА) на фоне 
РСВ-инфекции 
у мышей. Б, 
Г, Е – модель 
РСВ-инфекции 
на мышах 

А Б

iNOS

О
тн

о
си

те
ль

ны
й 

у
р

о
ве

нь
 м

РН
К

 
О

тн
о

си
те

ль
ны

й 
у

р
о

ве
нь

 м
РН

К
 

О
тн

о
си

те
ль

ны
й 

у
р

о
ве

нь
 м

РН
К

 

О
тн

о
си

те
ль

ны
й 

у
р

о
ве

нь
 м

РН
К

 

P=0.0556

*

БА/РСВ+Иммуномакс
БА/РСВ+Poly (I:C)
БА/РСВ
Интактные мыши

15

10

5

0

150

100

50

0

20

15

10

5

0

iNOS
50

40

30

20

10

0

РСВ+Иммуномакс
РСВ+Poly (I:C)
РСВ
Интактные мыши

РСВ+Иммуномакс
РСВ+Poly (I:C)
РСВ
Интактные мыши

РСВ+Иммуномакс
РСВ+Poly (I:C)
РСВ
Интактные мыши

В ARG1 ARG1

*

*

*

*БА/РСВ+Иммуномакс
БА/РСВ+Poly (I:C)
БА/РСВ
Интактные мыши

Г

Д

В
ир

у
сн

ая
 Р

Н
К

 5.0×106

4.0×106

3.0×106

2.0×106

1.0×106

0

2.0×106

1.5×106

1.0×106

0.5×106

0

БА/РСВ+Иммуномакс
БА/РСВ+Poly (I:C)
БА/РСВ
Интактные мыши

Е



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 10  № 4 (39)  2018 | ACTA NATURAE | 99

нием БА. Мы выявили также тенденцию к снижению 
вирусной нагрузки у мышей с РСВ-инфекцией, полу-
чавших исследуемый препарат (рис. 3Е). 

На рис. 4  представлены результаты выяв-
ления РСВ-специфической дифференцировки 
Th1- и Th2-клеток методом ELISPOT. В экспери-
менте с моделированием обострения БА на фоне 
РСВ-инфекции мы наблюдали значимое повышение 
РСВ-активированных CD4+ Т-клеток, секретирую-

Рис. 4. Количество IFN-γ (А) и IL-4 (Б) продуцирую-
щих CD4+ Т-клеток в селезенках мышей с модели-
руемым обострением бронхиальной астмы на фоне 
РСВ-инфекции. Количество РСВ-специфических CD4+ 

Т-клеток определяли методом ELISPOT (некропсию 
мышей проводили через 1.5 месяца после окончания 
эксперимента) 
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щих IFN-γ (Th1-клетки) (рис. 4А), и одновременно 
значительное снижение содержания CD4+ клеток, се-
кретирующих IL-4 (Th2-клетки) (рис. 4Б) в селезен-
ках мышей, обработанных Иммуномаксом. У мышей 
с РСВ-инфекцией, обработанных Иммуномаксом, 
выявлена тенденция к повышению содержания ак-
тивированных CD4+ Т-клеток, секретирующих IFN-γ 
(Th1-клеток), при этом не обнаружено CD4+ клеток, 
секретирующих IL-4 (Th2-клетки) (данные не пред-
ставлены).

Таким образом, в ходе экспериментов in vitro и in 
vivo показано, что агонист TLR4 Иммуномакс спосо-
бен реполяризовать Th2-ответ в противовирусный 
Th1. Эффект от применения Иммуномакса наблюда-
ли на модели БА, осложненной РСВ-инфекцией, где 
у мышей изначально посредством сенсибилизации 
модельным аллергеном овальбумином формировали 
выраженный Th2-ответ. Главной концепцией в те-
рапии аллергических заболеваний является инвер-
сия иммунного Th2-ответа в сторону Th1. Этот под-
ход особенно актуален при ОРВИ у пациентов с БА, 
так как многочисленные данные свидетельствуют 
от том, что пациенты с БА переносят ОРВИ в более 
тяжелой форме [9]. Это связывают с доминирующим 
Th2-ответом, который, возможно, вызван преоблада-
нием в легких больных активированных М2 Мф [3]. 
В связи с этим, полученные нами данные свидетель-
ствуют о том, что обработка Иммуномаксом, агони-
стом TLR4, оказывает влияние на фенотип легочных 
Мф, поляризуя иммунный ответ в сторону Th1, и по-
этому обладает потенциалом для использования в ка-
честве средства для профилактики РСВ-инфекции, 
в том числе на фоне аллергического типа иммунного 
ответа. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта Российского научного фонда  

(проект № 16-14-10188).
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ВВЕДЕНИЕ
Нарушение процесса апоптоза вызывает разви-
тие широкого спектра заболеваний человека. С од-
ной стороны, ингибирование апоптоза может спо-
собствовать опухолевой трансформации клеток [1] 
и инициации аутоиммунных процессов [2], с другой, 
избыточная активация апоптоза приводит к гибели 
нормальных клеток при ишемических поражениях 
(инфарктах и инсультах) [3]. На протяжении долго-
го времени предполагалось, что основными эффек-
торами апоптоза являются каспазы – цистеиновые 

протеазы, расщепляющие клеточные белки, однако 
в последнее время накапливается все больше данных 
о важной роли каспаз-независимого пути апоптоза, 
главную роль в котором играет белок AIF (Apoptosis 
Inducing Factor) [4].

Известно, что многие виды опухолей устойчивы 
к каспаз-зависимому пути клеточной гибели, однако 
все они чувствительны к апоптозу, опосредованному 
белком AIF [4, 5]. Подобная чувствительность объ-
ясняется тем, что AIF не только вовлечен в апоптоз, 
но и жизненно необходим для функционирования 

УДК 577.112.7

Определение белков наружной 
мембраны митохондрий, 
взаимодействующих с белком AIF

Н. П. Фадеева1, Н. В. Антипова1, В. О. Шендер1, К. С. Ануфриева1, Г. А. Степанов2, 
С. Бастола3, М. И. Шахпаронов1, М. С. Павлюков1*
1Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова 
РАН, 117997, Москва, ул. Миклухо-Маклая, 16/10
2Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, 630090, 
Новосибирск, просп. Академика Лаврентьева, 8
3Университет Алабамы в Бирмингеме, 35294, Бирмингем, Алабама, США
*E-mail: marat.pav@mail.ru
Поступила в редакцию 06.09.2017
Принята в печать 24.09.2018

РЕФЕРАТ В ответ на неблагоприятные воздействия клетки многоклеточных организмов могут подвергаться 
запрограммированной гибели – апоптозу. Нарушения этого процесса приводят к развитию различных за-
болеваний человека. На сегодняшний день известно два типа апоптоза – каспаз-зависимый, при котором 
происходит расщепление клеточных белков, и каспаз-независимый, обусловленный разрывами молекул 
ДНК. Главную роль в апоптозе второго типа, по-видимому, более консервативном и эволюционно древнем, 
играет белок AIF. Ключевым этапом каспаз-независимого апоптоза является диссоциация AIF от наруж-
ной митохондриальной мембраны (НММ), однако механизм регуляции взаимодействия AIF с НММ до сих 
пор не установлен. В данной работе мы впервые показали, что AIF может закрепляться на НММ благода-
ря взаимодействию с белком Морталином. Нами подтверждено связывание этих белков in vitro и in vivo, 
а также картированы участки аминокислотной последовательности, необходимые для этого взаимодей-
ствия. Показано, что индукция апоптоза противоопухолевыми препаратами приводит к распаду комплекса 
AIF–Морталин и диссоциации AIF от НММ. Наконец, с использованием биоинформатического анализа 
установлено, что повышенная экспрессия Морталина в клетках глиобластомы коррелирует с плохим кли-
ническим прогнозом. Все эти данные указывают на важную роль Морталина в регуляции каспаз-незави-
симого апоптоза и позволяют предположить, что ингибирование взаимодействия AIF–Морталин приведет 
к диссоциации AIF от НММ и последующей гибели опухолевых клеток. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА AIF, каспаз-независимый апоптоз, глиобластома, белки теплового шока.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ AIF – фактор, индуцирующий апоптоз (Apoptosis Inducing Factor); Hsp – белок те-
плового шока (Heat shock protein); НMM – наружная мембрана митохондрий; BiFC – бимолекулярная ком-
плементация флуоресценции (Bimolecular Fluorescence Complementation); YFP – желтый флуоресцентный 
белок (Yellow Fluorescent Protein); PLA – анализ методом проксимального связывания in situ (proximity 
ligation assay). 
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митохондрий. Поэтому любые опухолевые клетки со-
держат значительное количество белка AIF, что де-
лает его привлекательной мишенью для разработки 
противоопухолевых препаратов [6]. С другой сто-
роны, AIF играет ключевую роль при ишемических 
повреждениях здоровых клеток. Недавние иссле-
дования показали, что гибель мышечных и нервных 
клеток при инфарктах [7] и инсультах [8] происходит 
исключительно посредством каспаз-независимого 
AIF-индуцируемого апоптоза, тогда как ингибирова-
ние AIF перед моделированием инфаркта эффектив-
но препятствует гибели клеток, позволяя полностью 
восстановить функции сердца через 2 недели после 
модельного приступа [7].

Белок AIF, кодируемый геном aifm1, представляет 
собой NAD-связывающий флавопротеин, в норме ло-
кализующийся на мембране митохондрий. Этот белок 
синтезируется в виде пре-пропептида с мол. массой 
67 кДа, состоящего из 613 аминокислотных остатков 
(fAIF). На его N-конце находится последовательность 
митохондриальной локализации (1–30 а.о.) и гидро-
фобный трансмембранный сегмент (66–84 а.о.), да-
лее расположены две последовательности ядерного 
импорта, а также FAD- и NAD-связывающие доме-
ны [9, 10]. Сравнительный анализ геномов различ-
ных организмов показал, что AIF чрезвычайно кон-
сервативен, а его близкие гомологи найдены у всех 
многоклеточных организмов, включая растения [11]. 
Интересно, что удаление этого белка летально уже 
на самых ранних стадиях развития млекопитающих 
[12].

Синтезированный в цитоплазме AIF встраивается 
во внутреннюю мембрану митохондрий, где под воз-
действием пептидаз от него отщепляется N-концевой 
сегмент и образуется митохондриальный AIF (Δ1–54) 
с массой 62 кДа [10]. При индукции апоптоза этот бе-
лок диссоциирует от митохондриальной мембраны 
и транспортируется в ядро. В ядре AIF взаимодей-
ствует с гистоном H2AX и неактивной эндонуклеа-
зой CypA. Образовавшийся тройной комплекс рас-
щепляет геномную ДНК на фрагменты длиной около 
50 т.п.н., что вызывает гибель клетки [13].

Необычной является кинетика диссоциации AIF 
от мембраны митохондрий. Согласно некоторым дан-
ным, этот процесс происходит через 12–18 ч после 
индукции апоптоза и является следствием активации 
классического, управляемого каспазами, пути про-
граммируемой клеточной гибели [14]. Однако в дру-
гих работах транслокацию AIF наблюдали уже че-
рез 10–20 мин после индукции апоптоза, что намного 
опережает активацию каспаз-зависимого пути [15]. 
Столь противоречивые результаты объясняются су-
ществованием двух пулов AIF внутри клетки. Часть 
AIF (около 70%) закреплена на внутренней мембра-

не митохондрий с помощью трансмембранного сег-
мента. Для диссоциации этих молекул необходимо 
нарушение целостности митохондриальной мембра-
ны, активация протеаз и расщепление AIF между 96 
и 120 а.о., что приводит к образованию растворимых 
Δ1–102 (57 кДа) или Δ1–118 фрагментов AIF (55 кДа) 
[10]. С другой стороны, около 30% AIF располагается 
на цитоплазматической поверхности наружной мем-
браны митохондрий (НММ). Эти молекулы связаны 
с мембраной намного слабее, и для их диссоциации 
достаточно изменения конформации AIF, вызванного 
взаимодействием с поли-АDP-рибозой, синтезируе-
мой в ответ на повреждение ДНК [8, 16].

Предполагается, что именно высокоподвижная 
фракция AIF на НММ ответственна за каспаз-не-
зависимый путь апоптоза в опухолевых и нормаль-
ных клетках. Однако до сих пор не ясно, как именно 
AIF взаимодействует с НММ и почему происходит 
его диссоциация. Чтобы ответить на этот вопрос, 
мы определили белки, способные образовывать 
комплекс с AIF на НММ, и изучили как изменяется 
взаимодействие AIF с этими белками при индукции 
апоптоза.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выделение наружной митохондриальной 
мембраны
НММ выделяли, как описано ранее [17], с небольши-
ми модификациями. Печень четырех мышей, содер-
жавшихся без еды в течение 18 ч, промывали буфе-
ром А (70 мМ сахароза, 210 мМ D-маннитол, 0.1 мМ 
EDТА, 1 мМ Tрис-HCl, рН 7.2), измельчали на фраг-
менты размером 2–4 мм и растирали тефлоновым пе-
стиком в стеклянной ступке в 10-кратном объеме бу-
фера А. Все операции проводили на льду. Гомогенат 
центрифугировали (10 мин 500g), после чего суперна-
тант центрифугировали в течение 10 мин при 9000g. 
Супернатант отбирали, поверхность осадка аккурат-
но трижды промывали небольшим объемом буфера 
А. Осадок ресуспендировали в буфере А, раствор 
центрифугировали (10 мин 500g), после чего суперна-
тант центрифугировали в течение 10 мин при 9000g. 
Осадок ресуспендировали в буфере А и повтор-
но центрифугировали в течение 10 мин при 9000g. 
Супернатант отбирали, поверхность осадка аккурат-
но трижды промывали небольшим объемом буфера 
А. Осадок ресуспендировали в 35 мл буфера D (20 мМ 
фосфат Na, 0.02% бычий сывороточный альбумин, рН 
7.2) и инкубировали в течение 20 мин во льду. Раствор 
центрифугировали (20 мин 35000g), осадок ресу-
спендировали в 35 мл буфера D и центрифугировали 
в течение 15 мин при 1900g. Супернатант аккурат-
но отбирали и центрифугировали (20 мин, 35000g). 
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Полученный желто-коричневый осадок представлял 
собой фракцию НММ. Белки НММ солюбилизирова-
ли в буфере PBS с добавлением 1% Tритона X-100, 
0.1% дезоксихолата Na и 0.5 мМ DTT. 

Масс-спектрометрия
Нужные белковые полосы вырезали из поли-
акриламидного геля, обесцвечивали в растворе, со-
держащем 50% ацетонитрила и 50 мМ бикарбонат 
аммония, и дегидратировали, добавляя 100% ацето-
нитрила. После удаления ацетонитрила проводили 
трипсинолиз в геле в течение 14 ч при 37°C (буфер 
для трипсинолиза содержал 13 нг/мкл трипсина 
и 10 мМ бикарбоната аммония). Реакцию останавли-
вали двумя объемами 0.1% раствора трифторуксус-
ной кислоты. Пептиды экстрагировали из геля двумя 
объемами 50% раствора ацетонитрила в течение 1 ч. 
Полученные пептиды концентрировали до объема 
5 мкл на вакуумной центрифуге. Далее 1 мкл смеси 
пептидов перемешивали на мишени с раствором ма-
трицы (20 мг/мл 2,5-дигидроксибензойной кислоты, 
50% ацетонитрила и 0.1% трифторуксусной кислоты). 
Масс-спектры получали на приборе MALDI Time-of-
flight (Ultraflex TOF/TOF, Bruker Daltonik) в отра-
жательном режиме регистрации положительно заря-
женных ионов в диапазоне масс 500–5000 Да. Данные 
обрабатывали при помощи программы Flex Analysis 
3.3 (Bruker Daltonics), а пики продуктов автоката-
литического расщепления трипсина использовали 
для калибровки масс-спектрометра. Для анализа ис-
пользовали следующие параметры: точность опреде-
ления массы – 100 ppm, база данных SwissProt, так-
сономическая категория Человек, допущение одного 
пропущенного сайта специфического расщепления 
трипсином. 

Конструирование плазмидных векторов
Фрагмент ДНК, кодирующий полноразмерный 
Морталин, амплифицировали с кДНК клеток ли-
нии U87MG с помощью ПЦР с праймерами Mort_for 
(AAAA AGA TCT ATG ATA AGT GCC AGC CGA- 
GC) и Mort_rev (ACCA GTC GAC CTG TTT TCT CCT- 
TTT GAT), клонировали в вектор pet28a+ по сай-
там рестрикции BglII и SalI и получили плазмиду 
pET28-Mort_FULL. Фрагмент ДНК, кодирующий 
N-концевой фрагмент Морталина, амплифицирова-
ли с плазмиды pET28-Mort_FULL с помощью ПЦР 
с праймерами Mort_for и Mort_I_rev (AATA GTC- 
GAC TCA GCC GGC CAA CAC ACC TC), клониро-
вали в вектор pet28a+ по сайтам рестрикции BglII 
и SalI и получили плазмиду pET28-Mort_I. Фрагмент 
ДНК, кодирующий C-концевой фрагмент Морталина, 
амплифицировали с плазмиды pET28-Mort_FULL 
с помощью ПЦР с праймерами Mort_II_for (GGGT- 

AGA TCT ACG GAT GTG CTG CTC) и Mort_rev, 
клонировали в вектор pet28a+ по сайтам рестрик-
ции BglII и SalI и получили плазмиду pET28-Mort_II. 
Для экспрессии AIF с последовательностью HALO 
был создан экспрессионный вектор pET-HALO. 
Фрагмент ДНК, кодирующий HALO-tag, амплифи-
цировали с плазмиды pFC20K Halo-tag T7 SP6 Flexi 
(Promega) с помощью ПЦР с праймерами Halo_for 
(ACTA ACC GGT CGC CAC CAT GGG ATC CGA- 
AAT CGG TAC TGG) и Halo_rev (AATT AGA TCT- 
ACC GGA AAT CTC CAG AGT A) и клонировали 
в вектор pet28a+ по сайтам рестрикции NcoI и BamHI. 
Полученную плазмиду назвали pET-HALO. Далее 
фрагмент ДНК, кодирующий полноразмерный AIF, 
амплифицировали с плазмиды pEBB-AIF-YC [18] 
с помощью ПЦР с праймерами AIF_for (AATA GAA- 
TTC GCT AGC TCT GGT GCA TCA GGG G) и AIF_rev 
(CTGT GTC GAC TCA GTC TTC ATG AAT GTT GA) 
и клонировали в вектор pET-HALO по сайтам ре-
стрикции EcoRI и SalI. Полученная плазмида была 
названа pET-HALO-AIF. Для экспрессии AIF 
с His-tag последовательность, кодирующую AIF, 
клонировали из вектора pET-HALO-AIF в вектор 
pet28a+ по сайтам рестрикции EcoRI и SalI и полу-
чили плазмиду pET28-AIF_FULL. Фрагмент ДНК, 
кодирующий apoAIF, амплифицировали с плазми-
ды pEBB-AIF-YC с помощью ПЦР с праймерами 
apoAIF_for (TAGA GAA TTC GGG CTG ACA CCA- 
GAA CAG A) и AIF_rev, клонировали в вектор 
pet28a+ по сайтам рестрикции EcoRI и SalI и по-
лучили плазмиду pET28-apoAIF. Для экспрессии 
Морталина, соединенного с N-концевой частью 
YFP, создали экспрессионный вектор pTagYN-N. 
Фрагмент ДНК, кодирующий N-концевую часть 
YFP, амплифицировали с плазмиды pEBB-XIAP-YN 
[18] с помощью ПЦР с праймерами YN_for (AAAA- 
GTC GAC ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG- 
C) и YN_rev (AAAT GCGG CCGC TCA GGA TCC- 
GCT CAC G) и клонировали в вектор pTagCFP-N 
(Evrogen) по сайтам рестрикции SalI и NotI с полу-
чением плазмиды pTagYN-N. Далее последователь-
ность, кодирующую полноразмерный Морталин, 
перенесли из вектора pET28-Mort_FULL в вектор 
pTagYN-N по сайтам рестрикции BglII и SalI и полу-
чили плазмиду pTagYN-Mort. Отсутствие мутаций, 
а также правильность легирования вектора и вставки 
во всех случаях подтверждали с помощью секвени-
рования.

Индукция синтеза рекомбинантных белков 
в клетках Escherichia coli
Клетки из индивидуальных колоний E. coli штамм 
BL21(DE3) Codone+ RIL, трансформированные плаз-
мидой, кодирующей соответствующий белок, перено-
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сили с агаризованной среды в среду LB (17 мл) с не-
обходимым антибиотиком и инкубировали в течение 
ночи при перемешивании и 37°С, затем переносили 
в колбу объемом 750 мл с 200 мл свежей среды LB 
с антибиотиком и инкубировали при перемешивании 
при 37°С до достижения оптической плотности 0.7 
при λ = 600 нм. После этого для индукции транскрип-
ции добавляли изопропил-β-D-тиогалактозид до ко-
нечной концентрации 1 мМ и инкубировали в течение 
18 ч при перемешивании и комнатной температуре. 

Выделение белков E. coli, содержащих 
гексагистидиновый участок, в денатурирующих 
условиях 
После индукции трансляции 200 мл среды LB с бак-
териями центрифугировали (15 мин, 4000 об/мин, 
4°С, ротор JS-7,5 Beckman), супернатант сливали, 
осадок ресуспендировали в 12 мл лизирующего бу-
фера B (pH 8.0, 100 мМ NaH

2
PO

4
, 10 мМ Трис-HCl, 

8 M мочевина) и оставляли на 1.5 ч при комнатной 
температуре, периодически перемешивая. Лизат 
центрифугировали (15 мин, 15000 об/мин, 4°С, ро-
тор JS-20 Beckman). Супернатант инкубировали 
с 2 мл Ni-NTA-агарозы при постоянном перемеши-
вании в течение 1 ч. Полученную суспензию пере-
носили в колонку. После оседания Ni-NTA-агарозы 
осадок промывали, пропуская через колонку 10 мл 
буфера В и 10 мл буфера С (буфер B с рН 6.3). Затем 
на колонку медленно наносили 2 мл элюирующего 
буфера (буфер С с добавлением 250 мМ имидазола). 
Инкубировали в течение 10 мин при комнатной тем-
пературе и собирали элюат. Полученный раствор ди-
ализовали в течение ночи против PBS с добавлением 
1 мМ DTT.

Выделение AIF с Halo-tag из бактерий E. coli 
в неденатурирующих условиях 
После индукции транскрипции 200 мл сре-
ды LB с бактериями центрифугировали (15 мин, 
4000 об/мин, 4°С, ротор JS-7,5 Beckman), суперна-
тант сливали, осадок ресуспендировали в 6 мл ли-
зирующего буфера F (рН 7.9, 50 мМ HEPES, 100 мМ 
NaCl, 0.5 мМ DTT, 0.5 мМ EDTA, 0.005% Igepal и кок-
тейль ингибиторов протеаз). Суспензию переносили 
в охлажденные пробирки и обрабатывали ультразву-
ком в течение 10 мин, перемешивая в течение 1 мин 
после каждых 2 мин обработки. Полученный лизат 
центрифугировали (20 мин, 15000 об/мин, 5°С, ротор 
JS-20 Beckman). К 1.5 мл лизата добавляли 50 мкл 
магнитных частиц с иммобилизованным лигандом 
Halo-tag и инкубировали при постоянном перемеши-
вании и комнатной температуре в течение 1 ч. После 
этого пробирки со смесью помещали в магнитную 
подставку, отбирали супернатант и промывали маг-

нитные частицы 1 мл буфера F 4 раза. Далее магнит-
ные частицы с иммобилизованным белком использо-
вали для изучения белок-белковых взаимодействий 
in vitro. 

Изучение взаимодействия рекомбинантных белков 
in vitro методом pull down
Для получения белкового комплекса аликвоту рас-
твора рекомбинантного белка, имеющего гексагисти-
диновый участок, инкубировали с 50 мкл магнитных 
частиц с иммобилизованным на них белком с HALO-
последовательностью. Суспензию инкубировали в те-
чение ночи при перемешивании и температуре +4°С. 
Магнитные частицы промывали 3 раза PBS, свя-
завшиеся белки элюировали буфером SLB (100 мM 
Трис-HCl pH 6.8, 4% SDS, 5% β-меркаптоэтанола, 20% 
глицерина, 0.02% бромфенолового синего).

Изучение белок-белковых взаимодействий in vitro 
методом преципитации белков из клеточных 
лизатов
Для получения белкового комплекса лизат клеток 
U87MG или фракцию белков НММ инкубирова-
ли с 50 мкл магнитных частиц с иммобилизован-
ным белком, имеющим гексагистидиновый участок. 
Суспензию инкубировали в течение ночи при пере-
мешивании и температуре +4°С. Для выделения бел-
кового комплекса использовали набор Dynabeads 
Protein G Immunoprecipitation Kit по инструкции 
производителя. 

Иммуноблотинг
Иммуноблотинг проводили по стандартной методике 
[19]. Для окрашивания использовали моноклональ-
ные антитела кролика к AIF 1 : 500 (ab32516, Abcam), 
моноклональные антитела мыши к Морталину 1 : 
250 (sc133137, Santa Cruz), конъюгированные с пе-
роксидазой хрена моноклональные антитела мыши 
к γ-цепи IgG кролика 1 : 5000 (Sigma) и конъюгиро-
ванные с пероксидазой хрена поликлональные анти-
тела козы к IgG мыши 1 : 5000 (Sigma).

Культивирование клеток
Клетки линии U87MG культивировали в СО

2
-

инкубаторе в среде DMEM с 10% фетальной сыво-
ротки крупного рогатого скота, 2 мМ L-глутамина 
и смеси пенициллина (100 ед./мл) и стрептомици-
на (100 мкг/мл). Для трансфекции использовали 
Lipofectamin LTX (Thermo Fisher, США) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Апоптоз вызы-
вали, добавляя 50 мкМ цисплатина или 1 мкМ ста-
уроспорина. Для оценки жизнеспособности клетки 
помещали в лунки 96-луночного планшета (по 6000 
на лунку), на следующий день добавляли циспла-
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тин или стауроспорин в различных концентрациях. 
Через 4 дня жизнеспособность клеток определяли 
с помощью Аламарового голубого по инструкции про-
изводителя (Thermo Fisher, США).

Исследование белок-белковых взаимодействий 
методом BiFC
Для изучения взаимодействия белков методом BiFC 
клетки линии U87MG трансфицировали плазми-
дами, кодирующими AIF с С-концевой частью YFP 
и Морталин с N-концевой частью YFP, или белок 
XIAP с N-концевой частью YFP в качестве положи-
тельного контроля. Через 24 ч после трансфекции 
с помощью конфокального микроскопа получали изо-
бражения клеток, экспрессирующих исследуемые 
белки. Анализировали не менее 50 трансфицирован-
ных клеток в каждом образце.

PLA-анализ
Клетки линии U87MG, находящиеся в лунках ка-
меры Lab-Tek II, трижды промывали PBS и фикси-
ровали 4% раствором формалина в течение 15 мин 
при комнатной температуре. После этого клетки 
пермеабилизировали 0.2% раствором Tритона X-100 
в течение 15 мин. Все дальнейшие действия проводи-
ли с помощью набора Duolink In Situ Orange Starter 
Kit (Sigma, США) в соответствии с инструкцией про-
изводителя. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ранее было показано, что AIF взаимодействует с по-
верхностью НММ, не встраиваясь в липидный бис-
лой [20]. Учитывая специфичность связывания AIF 
с НММ, а также то, что это взаимодействие ингиби-
руется высокими концентрациями NaCl, мы предпо-
ложили, что AIF локализуется на поверхности НММ 
благодаря связыванию с неким белком-адаптером, 
закрепленным на НММ. Чтобы определить этот бе-
лок, мы изучили взаимодействия рекомбинантного 
AIF с белками, выделенными из НММ печени мыши 
с помощью ультрацентрифугирования. Далее фрак-
цию солюбилизированных белков НММ пропуска-
ли через сорбент с иммобилизованным контрольным 
белком или с полноразмерным AIF (fAIF). После это-
го связавшиеся белки идентифицировали с помощью 
MALDI-TOF масс-спектрометрии. Один из белков, 
способных взаимодействовать с AIF, но не с кон-
трольным рекомбинантным белком, был опреде-
лен как Морталин (рис. 1) – представитель семей-
ства белков теплового шока (Hsp), ассоциированный 
с внешней поверхностью НММ [21].

Белок Морталин содержит два функциональных 
домена. С N-конца располагается АТР-связывающий 
домен (1–443 а.о.), а с С-конца пептидсвязывающий 

домен (444–581 а.о.) [22]. Чтобы определить, какой 
из этих доменов важен для взаимодействия с AIF, 
мы проверили связывание fAIF с N- и C-концевыми 
фрагментами Морталина (1–433 и 433–666 а.о. соот-
ветственно, рис. 2А). С этой целью мы сконструиро-
вали плазмидные векторы, кодирующие фрагмен-
ты Морталина, несущие гексагистидиновый участок 
на С-конце, а также плазмиду, кодирующую fAIF 
с Halo-Тag на N-конце. Соответствующие рекомби-
нантные белки были выделены из клеток бактерий 
(рис. 2Б), после чего к магнитным частицам с иммоби-
лизованным на них fAIF добавляли очищенные фраг-
менты Морталина. После инкубации и последующих 
промывок связавшиеся с сорбентом белки элюиро-
вали и разделяли методом электрофореза в поли-
акриламидном геле (рис. 2В). Показано, что фрагмент 
Mort II (433–666 а.о.) взаимодействует с fAIF in vitro, 
тогда как Mort I (1–433 а.о.) к такому взаимодействию 
не способен. 

После идентификации фрагмента Морталина, спо-
собного связываться с AIF, мы решили определить 
участок AIF, необходимый для данного взаимодей-
ствия. С этой целью были созданы плазмиды, коди-
рующие полноразмерный AIF (fAIF), а также про-
цессированный AIF (apoAIF, 103–613 а.о., рис. 2А), 
который возникает при индукции апоптоза и по-
сле диссоциации от митохондриальной мембраны 
перемещается в ядро клетки. Оба белка содержат 
N-концевой гексагистидиновый участок. Выделенные 
рекомбинантные фрагменты AIF были иммобилизо-
ваны на магнитных частицах, после чего к частицам 
добавляли фракцию солюбилизированных белков 
НММ (содержащую Морталин). После инкубации 
и последующих промывок связавшиеся белки элю-
ировали и проводили электрофорез в полиакрила-
мидном геле. Наличие Морталина определяли с по-
мощью иммуноблотинга с первичными антителами 
на Морталин. Согласно результатам иммунодетек-
ции (рис. 2Г), эндогенный Морталин взаимодейству-
ет с полноразмерным рекомбинантным fAIF in vitro 
и не взаимодействует с apoAIF, что хорошо согла-
суется с ранее опубликованными данными о том, 
что apoAIF не способен локализоваться на НММ [20].

Чтобы подтвердить, что AIF может взаимодей-
ствовать с Морталином не только in vitro, но и внутри 
живой клетки in vivo, был использован метод бимо-
лекулярной комплементации флуоресценции (BiFC). 
Этот метод основан на том, что белок YFP способен 
флуоресцировать, даже если его разделить на две 
части, при условии, что обе половины YFP находят-
ся достаточно близко друг к другу. По этой причи-
не мы создали плазмиды, кодирующие Морталин, 
соединенный с N-концевой частью YFP (Mort-YN), 
и fAIF, несущий С-концевой фрагмент YFP (YC-
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AIF) (рис. 3А). Этими плазмидами котрансфициро-
вали клетки глиобластомы человека линии U87MG. 
Кроме того, в качестве положительного контроля 
клетки котрансфицировали плазмидами, кодиру-
ющими YC-AIF и белок XIAP с N-концевой частью 
YFP (YN-XIAP). Ранее было показано, что AIF взаи-
модействует с XIAP в митохондриях [18]. В качестве 
отрицательного контроля клетки котрансфицирова-
ли плазмидами, кодирующими YC-AIF и свободную 
N-концевую часть YFP (YN). Через 24 ч после транс-
фекции с помощью конфокального микроскопа полу-
чили изображение клеток, коэкспрессирующих пары 
исследуемых белков. Как видно из рис. 3А, в клетках 
коэкспрессирующих YC-AIF и Mort-YN, а также 
в клетках, коэкспрессирующих YC-AIF и YN-XIAP, 
наблюдается яркая флуоресценция YFP. Такой ре-
зультат подтверждает, что AIF и Морталин действи-
тельно взаимодействуют друг с другом in vivo.

Получив результаты, говорящие о том, что AIF 
способен взаимодействовать с Морталином in vitro 
и in vivo, мы исследовали изменение интенсивности 
этого взаимодействия на ранних стадиях апоптоза. 

С этой целью клетки линии U87MG обрабатывали 
цисплатином [Pt(NH

3
)

2
Cl

2
], широко используемым 

препаратом для химиотерапии многих типов опу-
холей. Чтобы определить концентрацию циспла-
тина, вызывающую апоптоз в большинстве клеток, 
мы оценили влияние различных количеств этого 
соединения на жизнеспособность клеток, окраши-
вая их Аламаровым голубым. Исходя из данных, 
представленных на рис. 3Б, для индукции апопто-
за мы использовали цисплатин в концентрации 60 
мкМ. Клетки обрабатывали цисплатином в течение 
24 ч, после чего лизировали, и инкубировали ли-
зат с магнитными частицами с иммобилизованным 
на них рекомбинантным Морталином. В качестве 
контроля использовали лизат нормальных, не об-
работанных цисплатином клеток. После инкубации 
и последующих промывок связавшиеся белки элюи-
ровали и проводили электрофорез в полиакриламид-
ном геле. Присутствие AIF определяли с помощью 
иммуноблотинга с первичными антителами на этот 
белок. Из рис. 3В видно, что в нормальных клетках 
рекомбинантный Морталин взаимодействует с эндо-

Рис. 1. Определение 
белка НMM, взаи-
модействующего 
с полноразмерным 
AIF. А – масс-спектр 
белков НММ, вза-
имодействующих 
с AIF. Указаны пеп-
тиды, относящиеся 
к белку Морталин. 
Б – полная аминокис-
лотная последова-
тельность Морталина 
и пептиды, иденти-
фицированные с по-
мощью MALDI-TOF 
масс-спектрометрии
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генным полноразмерным AIF, но при индукции апоп-
тоза интенсивность этого взаимодействия заметно 
снижается. 

Правильность этого результата мы подтвержда-
ли с использованием метода PLA, а также широко 
известного индуктора апоптоза – стауроспорина. 
Принцип анализа PLA заключается в том, что фик-
сированные и пермеабилизированные клетки инку-
бируют с парой первичных антител к исследуемым 
белкам и парой вторичных антител, конъюгирован-
ных с олигонуклеотидами. Если олигонуклеотиды, 
соединенные с разными антителами, оказались до-
статочно близко друг от друга (такое происходит 
в случае взаимодействия исследуемых белков), 
то при добавлении ДНК-полимеразы на этих нукле-
отидах начинается амплификация ДНК по прин-
ципу «разматывающегося кольца». Далее клетки 
инкубируют с флуоресцентно меченным олигону-
клеотидным зондом, который отжигается в тех ме-
стах, где амплифицировалась соответствующая 

ДНК. В результате внутриклеточные белок-белко-
вые взаимодействия визуализируются в виде то-
чечных флуоресцирующих областей, количество 
которых пропорционально интенсивности связыва-
ния исследуемых белков [23]. Как и в предыдущем 
эксперименте, мы определили концентрацию пре-
парата, вызывающую апоптоз большинства клеток 
(рис. 4А). Используя PLA-анализ, мы изучили из-
менение интенсивности взаимодействия эндогенных 
AIF и Морталина после добавления стауроспорина 
(рис. 4Б,В). Полученные нами результаты показыва-
ют, что после индукции апоптоза интенсивность вза-
имодействий Морталин–AIF значительно снижает-
ся (р < 0.05), что соответствует данным, полученным 
в предыдущем эксперименте. 

Исходя из результатов, описанных выше, мож-
но предположить, что повышенное количество 
Морталина в раковых клетках может способствовать 
усилению связывания AIF c НММ, ведущему к более 
высокой устойчивости клеток к апоптозу и, как след-

Рис. 2. Взаимодействие AIF и Морталина in vitro. А – схема белков Морталин и AIF с указанием рекомбинант-
ных фрагментов, использованных в данной работе. Б – электрофореграмма, показывающая чистоту выделе-
ния рекомбинантных фрагментов Морталина и AIF из бактерий E. coli (1 – до оптимизации условий экспрессии 
и выделения; 2 – после оптимизации условий экспрессии и выделения). В – электрофореграмма, показывающая 
взаимодействие рекомбинантных фрагментов Морталина с полноразмерным AIF, иммобилизованным на маг-
нитных частицах. Г – иммунодетекция эндогенного Морталина, элюированного с магнитных частиц, на которых 
были иммобилизованы рекомбинантные фрагменты AIF
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Рис. 3. Взаимодействие Морталина и AIF в живой клетке. А – флуоресценция YFP в клетках U87MG, коэк-
спрессирующих YC-AIF и YN (слева), YN-Mort (в центре) или YN-XIAP (справа). Б – выживаемость клеток 
U87MG, обработанных цисплатином в различных концентрациях. В – иммунодетекция эндогенного AIF 
из лизатов клеток U87MG, обработанных 60 мкМ цисплатина. Лизат пропускали через магнитные частицы 
с иммобилизованным полноразмерным Морталином, после чего связавшиеся белки элюировали и разделя-
ли в полиакриламидном геле. В качестве контроля иммобилизации белка также проводили иммунодетекцию 
рекомбинантного Морталина

ствие, к более агрессивному фенотипу опухоли. 
Возможную связь между экспрессией Морталина 
и выживаемостью пациентов мы проверили с исполь-
зованием общедоступной базы данных Rembrandt, 
содержащей информацию об экспрессии генов и вы-
живаемостью пациентов с опухолями головного моз-
га. Анализ этой базы данных (рис. 5) показал, что бо-
лее высокая экспрессия Морталина статистически 
значимо коррелирует с плохой выживаемостью па-
циентов с глиобластомой.

ОБСУЖДЕНИЕ 
Каспаз-независимый путь апоптоза состоит из двух 
стадий. Сначала AIF диссоциирует от митохондри-

альной мембраны, а затем цитоплазматический AIF 
импортируется в ядро клетки и активирует рас-
щепление ДНК. Интересно, что вторая стадия этого 
процесса – перемещение AIF в ядро, ингибируется 
белком Hsp70, который, находясь в цитоплазме, свя-
зывается с участком AIF 150–228 а.о. [24]. Нами впер-
вые показано, что во взаимодействии AIF с НММ 
участвует другой представитель семейства белков 
теплового шока – Морталин, связывающийся с участ-
ком 1–102 а.о. AIF. Таким образом, можно предполо-
жить, что белки теплового шока являются важными 
и на сегодняшний день единственно известными инги-
биторами каспаз-независимого пути апоптоза. Белок 
Морталин может закреплять AIF на НММ и препят-
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ствовать запуску апоптоза, однако если диссоциация 
AIF от НММ все-таки произошла, то белок Hsp70 
ингибирует транслокацию AIF в ядро. Эта гипотеза 
хорошо согласуется с недавно опубликованными дан-
ными о том, что Морталин способен препятствовать 
апоптозу, закрепляя на внешней поверхности НММ 
другой важнейший белок, регулирующий ответ клет-
ки на стресс, – HIF1a [21]. В подтверждение наших ре-
зультатов мы показали, что повышенная экспрессия 
Морталина коррелирует с агрессивным фенотипом 
раковых клеток и, как следствие, является плохим 
прогностическим фактором для пациентов с опухоля-
ми головного мозга. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Несмотря на значительное количество работ, по-
священных изучению каспаз-независимого пути 

Рис. 5. Кривая Каплан–Майера, показывающая вы-
живаемость двух групп пациентов с глиобластомой, 
выделенных на основании экспрессии Морталина. 
Данные получены из базы данных Rembrandt
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Рис. 4. Взаимодействие Морталина и AIF в фиксированных клетках. А – выживаемость клеток U87MG, обрабо-
танных различными концентрациями стауроспорина. Б – влияние стауроспорина на интенсивность взаимодей-
ствия AIF и Морталина, измеренную методом PLA, в клетках линии U87MG (p < 0.05). В – визуализация взаимо-
действия белков Морталина и AIF методом PLA после обработки 1 мкM стауроспорина (STS) или DMSO
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апоптоза, первая и наиболее важная стадия этого 
процесса, а именно диссоциация AIF от наружной 
митохондриальной мембраны, до сих пор остается 
загадкой. Полученные нами результаты указывают 
на то, что в связывании AIF с НММ участвует белок 
Морталин. Для оценки вклада этого взаимодействия 
в локализацию AIF на НММ требуются дополнитель-
ные эксперименты. Однако имеющиеся у нас данные, 
а также результаты, опубликованные ранее, позво-
ляют предположить, что при действии на клетку 
ДНК-повреждающих агентов в ядре вырабатывает-
ся поли-АDP-рибоза, которая перемещается в цито-
плазму, где и связывается с AIF [8, 16]. Это взаимо-
действие приводит к изменению конформации AIF 

и утрате им способности связываться с Морталином, 
закрепляющим AIF на НММ. В результате AIF дис-
социирует от НММ, после чего перемещается в ядро 
и вызывает цепь событий, приводящих к гибели 
клетки. Однако необходимы дальнейшие исследова-
ния, которые позволят подтвердить взаимодействие 
эндогенных AIF и Морталина и докажут, что специ-
фическое ингибирование связывания этих белков 
будет приводить к диссоциации AIF от НММ и по-
следующей гибели клетки. 

Работа поддержана грантами  
РФФИ № 16-34-60136, 17-29-06056 и 18-29-01027.
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ВВЕДЕНИЕ
Регуляция экспрессии генов эукариот – комплекс-
ный многофакторный процесс, который может про-
исходить на нескольких последовательных этапах 
транскрипции (инициация и элонгация), процессинга 
мРНК, экспорта мРНП из ядра, трансляции и фолдин-
га белков [1]. Локальная структура хроматина, поло-
жение гена относительно функциональных ядерных 
компартментов и дальние взаимодействия регулятор-
ных элементов являются дополнительным уровнем 
регуляции генетических процессов в контексте слож-
ной организации генома эукариот в трехмерном про-
странстве ядра [2–4]. Белок ENY2 – мультифункцио-
нальный фактор, участвующий в различных стадиях 
экспрессии генов [5–15]. Разнообразные клеточные 
функции ENY2 определяются активностями тех бел-
ковых комплексов, в составе которых он обнаружи-
вается. Так, ENY2 является субъединицей деубикви-
тинирующего модуля SAGA – важного коактиватора 
транскрипции у дрозофилы [13, 16]. Этот комплекс 
обладает гистон-ацетилтрансферазной активностью. 
Вносимая им модификация узнается бромодоменами 
ремоделирующих хроматин комплексов семейства 
SWI/SNF, за счет чего происходит их привлечение 
на гены, регулируемые SAGA [17]. В результате ак-
тивного ремоделирования структуры хроматина 

происходит локальное удаление или дестабилиза-
ция нуклеосом, что создает благоприятные условия 
для связывания РНК-полимеразы и различных фак-
торов транскрипции, необходимого для регуляции 
транскрипции [18, 19]. Кроме того, ENY2 обнаружен 
в составе комплекса AMEX, взаимодействующего 
с белками ядерной поры (NPC) и участвующего в экс-
порте мРНК из ядра [14]. Будучи общим компонентом 
двух указанных комплексов, ENY2 отвечает за лока-
лизацию части SAGA-регулируемых генов у ядер-
ной поры, тем самым участвуя в создании локальных 
транскрипционно активных участков на периферии 
ядра. ENY2-зависимое позиционирование определен-
ных генетических локусов вблизи NPC обеспечива-
ет высокую скорость экспорта новосинтезированной 
РНК, что абсолютно необходимо при ответе на стресс 
или гормональный сигнал. Осуществляемое белком 
ENY2 привлечение комплексов, участвующих в соз-
дании участков локально открытого хроматина, игра-
ет важную роль в обеспечении барьерной активно-
сти Su(Hw)-зависимых инсуляторов [15]. Кроме того, 
Su(Hw) – первый белок высших эукариот, роль кото-
рого была показана в позиционировании ориджинов 
репликации в геноме дрозофилы [20, 21]. Привлечение 
комплексов SAGA и dSWI/SNF на сайты связывания 
этого белка приводит к образованию областей с низкой 
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РЕФЕРАТ Ранее мы показали, что инсуляторный белок Su(Hw), содержащий домен цинковых пальцев, 
взаимодействует с ENY2 и привлекает ENY2-содержащие комплексы на Su(Hw)-зависимые инсуляторы 
дрозофилы, участвуя одновременно в регуляции транскрипции и позиционировании ориджинов репли-
кации. В данной работе обнаружено, что ENY2 взаимодействует еще с одним белком – CG9890, который 
также содержит домен цинковых пальцев. Подтверждено взаимодействие ENY2 и CG9890. Показано, 
что белок CG9890 локализован в клеточном ядре и взаимодействует c белковыми комплексами SAGA, ORC, 
dSWI/SNF, TFIID, THO.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ENY2, CG9890, дрозофила, иммунопреципитация, цинковые пальцы. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ AMEX – комплекс экспорта мРНК из ядра в цитоплазму; ENY2 – enhancer of yellow 
2; C2H2 – цинковые пальцы типа C2H2; SAGA – гистон-ацетилтрансферазный комплекс; SWI/SNF – ком-
плекс ремоделирования хроматина; ORC – комплекс позиционирования точек начала репликации в геноме.
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локальной плотностью нуклеосом, что способствует 
связыванию комплекса ORC, ответственного за сбор-
ку преинициаторного комплекса репликации. По всей 
видимости, ENY2-содержащие комплексы принима-
ют участие не только в регуляции экспрессии генов, 
но также важны для синхронизации транскрипции 
и репликации в ходе клеточного цикла.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии и трансфекция
В работе использовали линию клеток S2 Drosophila 
melanogaster . Трансфекцию клеток проводили 
при помощи Effectene Transfection Reagent (Qiagen) 
по протоколу производителя. Генетическая кон-
струкция, использованная для трансфекции, ко-
дировала белок CG9890, маркированный 3×FLAG-
эпитопом.

Антитела 
Были использованы следующие антитела: полу-
ченные в нашей лаборатории поликлональные кро-
личьи антитела к GCN5, Xmas-2, OSA, N-концу 
TBP, Thoc5, ORC2, ORC3, PB, Moira, любезно пре-
доставленные L. Tora кроличьи антитела к ADA2b. 
Поликлональные антитела α-CG9890 получены 
из сыворотки крови кролика, иммунизированного 
полноразмерным белком CG9890, экспрессирован-
ным в Escherichia coli. Все кроличьи антитела были 
очищены. Концентрация всех антител, полученных 
в лаборатории, составляла около 1 мг/мл. Также ис-
пользовали мышиные антитела против ламина Dm0 
(Developmental Studies Hybridoma Bank, University 
of Iowa, Department of Biological Sciences), антитела 
к FLAG-эпитопу (Sigma), а также антитела к FLAG-
эпитопу, конъюгированные с пероксидазой хрена. 
Разведение коммерческих антител 1 : 500, разведе-
ние антител, полученных в лаборатории, варьирова-
ло для получения оптимального сигнала на вестерн-
блоте. В качестве вторичных антител использовали 
антитела козы или осла к иммуноглобулинам кро-
лика и мыши, узнающие как полноразмерные им-
муноглобулины, так и специфичные только к легким 
цепям антител (разведение 1 : 5000). Вторичные ан-
титела были конъюгированы с пероксидазой хрена. 
Кроме того, для флуоресцентной микроскопии ис-
пользовали вторичные антитела Cy3 и AlexaFluor™ 
488 (разведение 1 : 500).

Иммунофлуоресцентная микроскопия клеток 
линии S2 D. melanogaster
Прикрепившиеся к покровным стеклам клетки 
линии S2 дважды промывали 1×PBS, фиксиро-
вали 3.7% ПФА (pH 7.5) в течение 10 мин, промы-

вали 1×PBS 2 раза по 5 мин. Затем обрабатывали 
0.2% раствором Triton X-100 в 1×PBS в течение 5 
мин, промывали 1×PBS 2 раза по 5 мин, после чего 
в течение 10 мин инкубировали в 3% обезжиренном 
сухом молоке, разведенном в 1×PBS. Первичные 
антитела разводили в 3% молоке/PBS, препараты 
инкубировали с антителами (1 ч, комнатная темпе-
ратура, влажная камера). Использовали антитела 
мыши против ламина Dm0 (Developmental Studies 
Hybridoma Bank, University of Iowa, Department of 
Biological Sciences) в разведении 1 : 5000, поликло-
нальные антитела кролика против CG9890 (разве-
дение 1 : 1000). Препараты промывали 3 раза по 5 
мин в 1×PBS, затем инкубировали со вторичными 
антителами в течение 1 ч при комнатной темпера-
туре во влажной камере, закрытой фольгой. В ка-
честве вторичных антител использовали: антитела 
против IgG (H+L) кролика, конъюгированные с Cy3 
(Amersham), антитела против IgG мыши, конъ-
югированные с AlexaFluor 488 (Molecular Probes) 
в разведении 1 : 500. Закрытые фольгой препара-
ты промывали 3 раза по 5 мин в 1×PBS и инкубиро-
вали с DAPI (разведение 1 : 1000, Sigma) в течение 
10 с. Препараты отмывали в течение 5 мин в 1×PBS. 
После высушивания покровное стекло заключали 
в трис-глицериновый буфер (Vectashield) на пред-
метном стекле. Края покровного стекла покрывали 
лаком во избежание высыхания препарата и попа-
дания иммерсии внутрь него. Препараты смотрели 
непосредственно после получения, используя свето-
вой микроскоп Leica. Использовали объектив ×100 
с иммерсией. Обработку изображений проводили 
с помощью программы ImageJ.

Иммунопреципитация
Для выделения ядер клетки центрифугировали в те-
чение 5 мин при 500g при +4°C. Осадок промывали 
1 мл буфера LB cyto 3 (3 мМ MgCl

2
, 20 мМ HEPES 

NaOH, pH 8.0) с добавлением бутирата натрия (инги-
битор деацетилаз) до конечной концентрации 20 мМ. 
Затем проводили повторное центрифугирование 
в тех же условиях, тщательно ресуспендировали оса-
док клеток в 200 мкл буфера LB cyto 3 с добавлением 
бутирата натрия до конечной концентрации 10 мМ 
и ингибитора протеаз (Protease Inhibitor Cocktail 
(PIC), Roche). После чего инкубировали на льду в те-
чение 15 мин. После центрифугирования избавля-
лись от супернатанта, и далее использовали только 
ядерную фракцию. 

Осадок ядер растворяли в 500 мкл MN буфера III 
(20 мМ HEPES KOH, 3 мМ MgCl

2
, 0.1% NP40, 0.1 M 

KCl, pH 8.0) с добавлением бутирата натрия до ко-
нечной концентрации 20 мМ (ингибитор деацетилаз) 
и ингибитора протеаз (PIC, Roche). ДНК фрагменти-
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ровали, обрабатывая клетки ультразвуком (2 раза 
по 10 с, перерыв 1 мин, средняя мощность прибора) 
на льду. После ресуспендирования клетки инкуби-
ровали в течение 30 мин с 2 ед. ДНКазы I на льду 
и центрифугировали при 16 000g в течение 20 мин 
при +4°C. 

Для коиммунопреципитации использовали поли-
клональные антитела к белку CG9890 и иммуногло-
булины сыворотки крови неиммунизированного кро-
лика в качестве отрицательного контроля. Антитела 
были иммобилизованы на Mab-сефарозе.

Лизат клеток линии S2 (200 мл) инкубирова-
ли с 15 мкл 50% Mab-сефарозы с иммобилизован-
ными на ней антителами в течение 3 ч на качалке 
при +4°С. Сефарозу отмывали буфером MN III (3 
раза по 10 мин) при +4°С. Результаты анализировали 
с помощью вестерн-блотинга.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ взаимодействия белков ENY2 и CG9890
Ранее с целью идентификации новых белковых пар-
тнеров ENY2 был проведен скрининг библиотеки 
кДНК эмбрионов дрозофилы в двугибридной дрож-
жевой системе. Идентифицировали более 10 взаимо-
действующих белков, часть из которых была изучена 
[11–15, 20–22]. В ходе скрининга выявили взаимо-
действие ENY2 с еще неохарактеризованным белком 
CG9890, изучению которого посвящена данная ста-
тья. Как предсказывает биоинформатический ана-
лиз аминокислотной последовательности CG9890, он 
относится к семейству белков, несущих домен цин-
ковых пальцев C2H2 – самый часто встречающий-
ся у эукариот ДНК-связывающий мотив [23]. Белки 
этого семейства вовлечены в разнообразные кле-
точные функции, что обеспечивается возможностью 
участия домена цинковых пальцев в специфическом 
узнавании не только ДНК, но также РНК и белков 
[24–26]. Для подтверждения взаимодействия бел-
ков ENY2 и CG9890 была создана генетическая кон-
струкция для экспрессии белка CG9890, маркиро-
ванного 3×FLAG-эпитопом. Создана линия клеток 
S2 D. melanogaster, экспрессирующая этот слитый 
белок, и проведена его иммунопреципитация из ли-
зата клеток с использованием антител к белку ENY2 
и неспецифических антител в качестве отрицатель-
ного контроля. Результаты иммунопреципитации 
анализировали с помощью вестерн-блотинга и де-
тектировали с помощью антител к эпитопу 3×FLAG 
(Sigma). Как видно на рис. 1, антитела к белку ENY2 
преципитируют белок 3×FLAG_CG9890 (дорожка 3), 
в то время как неспецифические антитела не преци-
питируют (дорожка 2). Таким образом подтверждено 
взаимодействие белков ENY2 и CG9890.

Для дальнейшего изучения CG9890 получены по-
ликлональные антитела к этому белку и аффинно 
очищены на колонке, содержащей рекомбинант-
ный белок CG9890. Анализ специфичности антител 
с помощью вестерн-блотинга показал, что данные 
антитела узнают полосу в районе 60 кДа, что близко 
к расчетной массе белка 53 кДа (данные не представ-
лены).

Изучение внутриклеточной локализации белка 
CG9890
Внутриклеточную локализацию белка CG9890 опре-
деляли с использованием иммуноокрашивания кле-
ток линии S2 дрозофилы охарактеризованными нами 
поликлональными антителами. Результаты экспери-
мента представлены на рис. 2. В результате анали-
за серии микрофотографий установлено, что белок 
CG9890 локализуется преимущественно в клеточном 
ядре, хотя некоторое его количество присутствует 
и в цитоплазме. 

Анализ взаимодействий белка CG9890 с субъеди-
ницами ENY2-содержащих комплексов
Так как было подтверждено взаимодействие бел-
ков ENY2 и CG9890, предположили, что CG9890 
участвует в некоторых ENY2-зависимых процес-
сах, а его взаимодействие с отдельными партнера-

Рис. 1. Проверка взаимодействия белков ENY2 
и CG9890. Вестерн-блот-анализ коиммунопре-
ципитации ENY2 и CG9890, маркированного эпи-
топом 3×FLAG, из лизата трансформированных 
клеток S2. Для иммунопреципитации использовали 
антитела к белку ENY2 и неспецифические антитела 
из предыммунной сыворотки (как негативный кон-
троль). Вестерн-блотинг проводили с использованием 
антител к эпитопу 3×FLAG (Sigma). 1 – исходный лизат 
клеток; 2 – иммунопреципитация с использованием 
неспецифических антител; 3 – иммунопреципитация 
с использованием антител к ENY2; 4 – маркер молеку-
лярной массы
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ми ENY2 может определять механизм его функцио-
нирования в клетке. Для проверки данной гипотезы 
было решено исследовать, с какими субъединицами 
ENY2-содержащих комплексов взаимодействует 
белок CG9890. С этой целью проведен эксперимент 
по иммунопреципитации белков из лизата клеток 
S2 D. melanogaster поликлональными антителами 
α-CG9890 с последующим вестерн-блот-анализом, 
результаты которого представлены на рис. 3.

В результате проведенных экспериментов обна-
ружено взаимодействие белка CG9890 с белками, 
входящими в состав различных ENY2-содержащих 
комплексов. В частности, с субъединицами ORC2 
и ORC3 комплекса ORC, участвующего в позициони-
ровании ориджинов репликации. Также обнаружены 
взаимодействия с такими белками, принимающими 
участие в регуляции транскрипции, как TBP (субъе-
диница комплекса TFIID – функционального партне-
ра ENY2), GCN5 (субъединица гистон-ацетилтранс-
феразного комплекса SAGA, содержащего ENY2), 
Thoc5 (субъединица ENY2-содержащего комплекса 
THO, участвующего в формировании мРНП и элон-
гации транскрипции). Факт взаимодействия CG9890 
с комплексами, вовлеченными в транскрипцию, со-
гласуется с данными о ядерной локализации этого 
белка. Также нами выявлено взаимодействие CG9890 
с белком Polybromo (PB) – субъединицей ремодели-

рующего хроматин комплекса dSWI/SNF, необхо-
димого для создания области открытого хроматина 
при активации промотора. Взаимодействие с белком 
Xmas-2 (комплекс AMEX) показать не удалось (дан-
ные не представлены). Таким образом, CG9890 вза-
имодействует с транскрипционными комплексами, 
вовлеченными в инициацию и элонгацию транскрип-
ции, но не с комплексом AMEX, связанным с экс-
портом мРНК из ядра в цитоплазму, что указывает 
на участие CG9890 в первых стадиях транскрипци-
онного цикла. 

А

Б

α-CG9890 a-Lamin Наложение

Рис. 2. Иммуноокрашивание клеток линии S2 
D. melanogaster, трансфицированных конструкцией 
3×FLAG _CG9890. А – для окрашивания использо-
вали очищенные кроличьи поликлональные антитела 
к CG9890 (первая панель) и моноклональные антитела 
мыши к ламину (вторая панель). В качестве вторичных 
антител использовали антикроличьи антитела, конъю-
гированные с Cy3, и антимышиные антитела, конъюги-
рованные с AlexaFluor 488. На третьей панели показано 
совмещенное изображение предыдущих панелей. 
Б – увеличенное изображение части третьей панели

Рис. 3. Коиммунопреципитация белка CG9890 с субъ-
единицами ENY2-содержащих комплексов. Для им-
мунопреципитации использовали антитела к белку 
CG9890 и неспецифические антитела из предыммун-
ной сыворотки (как негативный контроль). Input – 2.5% 
исходного лизата клеток; Output – несвязавшаяся 
фракция лизата после инкубации с неспецифическими 
антителами (IgG) или антителами к белку CG9890; IP – 
10% элюата с сефарозы (IgG или CG9890). Субъеди-
ницы ENY2-содержащих комплексов детектировали 
с помощью вестерн-блотинга с использованием соот-
ветствующих антител (указаны справа)

Input Output IP

IgG   CG9890 IgG   CG9890

CG9890

ORC3

ORC2

GCN5

TBP

Thoc5

PB
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ранее мы обнаружили, что инсуляторный бе-
лок Su(Hw), содержащий домен цинковых паль-
цев, взаимодействует с ENY2 и привлекает ENY2-
содержащие комплексы на Su(Hw)-зависимые 
инсуляторы дрозофилы, участвуя одновременно 
и в регуляции транскрипции, и в позиционирова-
нии ориджинов репликации. В данной работе нами 
выявлено взаимодействие ENY2 еще с одним бел-
ком – CG9890, который, как и Su(Hw), содержит 
домен цинковых пальцев. По аналогии с Su(Hw) 
мы предполагаем, что CG9890 является ДНК-
связывающим белком, который привлекает ENY2-
содержащие комплексы на свои сайты связывания, 
организуя таким образом регуляторные элементы 
генома, необходимые для функционирования клет-
ки. Нами показано, что белок CG9890 локализован 
в ядре клетки. Подтверждено взаимодействие ENY2 

и CG9890. Биохимическими методами выявлена 
связь белка CG9890 с ENY2-содержащими ком-
плексами SAGA, ORC, dSWI/SNF, TFIID и THOC. 
Взаимодействие с белком Xmas-2 (комплекс AMEX) 
показать не удалось. Таким образом, CG9890 взаи-
модействует с комплексами, вовлеченными в иници-
ацию и элонгацию транскрипции, но не с комплек-
сом AMEX, участвующим в экспорте мРНК из ядра 
в цитоплазму, что указывает на «работу» CG9890 
на первых стадиях транскрипционного цикла. Кроме 
того, CG9890 взаимодействует с комплексом ORC, 
необходимым для позиционирования точек начала 
репликации. 

Работа выполнена при поддержке Российского 
фонда фундаментальных исследований, грант 

№ 17-04-02193.
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РЕФЕРАТ Обнаружение новых хемокинов, индуцирующих миграцию лимфоцитов к очагу поражения, важно 
для направленного поиска средств для иммунотерапии. Недавно мы показали, что белок Tag7 (PGLYRP1) 
системы врожденного иммунитета образует с Са2+-связывающим белком Mts1 (S100A4) стабильный ком-
плекс, способный индуцировать движение лимфоцитов, хотя каждый из этих белков, взятый по отдель-
ности, такой активностью не обладает. Цель настоящего исследования состояла в выявлении рецепторов, 
индуцирующих миграцию лимфоцитов по градиенту концентрации комплекса Tag7–Mts1, и компонентов 
этого комплекса, способных взаимодействовать с этими рецепторами. В работе изучена миграция PBMC 
человека под действием комплекса Tag7–Mts1. Мононуклеарные клетки периферической крови здоровых 
доноров выделяли с помощью стандартной процедуры центрифугирования в градиенте Ficoll-Hypaque. 
Установлено, что движение мононуклеарных клеток периферической крови по градиенту концентра-
ции комплекса Tag7–Mts1 индуцируется классическими хемотаксическими рецепторами CCR5 и CXCR3. 
Показано, что только Mts1 способен связываться с внеклеточным доменом CCR5, однако этого связывания 
недостаточно для индукции движения клеток. Сравнительный анализ первичной и пространственной 
структур трех белков выявил гомологию фрагментов аминокислотных последовательностей белков ком-
плекса Tag7–Mts1 с различными участками лиганда CCR5-рецептора – белка MIP1α. Следует отметить, 
что комплекс Tag7–Mts1 можно рассматривать как новый лиганд классических хемотаксических рецепто-
ров CCR5 и CXCR3.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА комплекс Tag7–Mts1, хемотаксис, хемокин, хеморецептор. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ РВМС – мононуклеарные клетки периферической крови; HLA – антиген тканевой 
совместимости (лейкоцитарный антиген человека); CCR5 и CXCR3 – хеморецепторы; TNFR1 – рецептор 
фактора некроза опухоли; TNFα – фактор некроза опухоли; Tag7 (PGLYRP1) – белок врожденного имму-
нитета; Mts1 (S100A4) – Са2+-связывающий белок; MIP1α – воспалительный белок макрофагов, хемокин; 
NK – естественные киллеры; PMSF – п-фенилметилсульфонилфторид.

УДК 612.036.576.314.547.915.5
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ВВЕДЕНИЕ
Для развития иммунного ответа необходимы, как ми-
нимум, два этапа: активация эффекторных лимфо-
цитов, способных убивать чужеродные клетки, и до-
ставка их к очагу поражения. Поэтому для понимания 
процессов иммунной защиты следует иметь представ-
ление как о цитотоксических, так и о хемотаксических 
механизмах [1]. Важен также и поиск новых стимуля-
торов цитотоксичности и хемотаксичности.

Цитокины, вызывающие миграцию лимфоцитов, 
именуются хемокинами. Одна из особенностей струк-
туры хемокинов – две характерные дисульфидные 
связи. В зависимости от взаимного расположения 

первых двух N-концевых остатков цистеина хемо-
кины делят на четыре класса (CC, C, CXC, CX

3
C) 

[2]. Индукция хемотаксиса происходит через взаи-
модействие со специфическими хемотаксическими 
рецепторами. Эти рецепторы относятся к большой 
группе трансмембранных рецепторов, сопряжен-
ных с G-белком [3]. Взаимодействие хемокина с ре-
цептором вызывает диссоциацию β-, γ-субъединиц 
G-белка, что приводит к активации каскада проте-
инкиназ и увеличению концентрации ионов Са2+ [4, 5].

Вторая структурная особенность хемокинов – их 
небольшая молекулярная масса (от 8–10 кДа) [6], 
но встречаются стимуляторы миграции лимфоцитов 
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как с большей, так и с меньшей молекулярной массой 
[7]. Недавно мы показали, что миграцию лимфоци-
тов может вызывать комплекс из двух белков: Tag7 
и Mts1 [8].

Mts1 (S100A4) принадлежит к семейству Са2+-
связывающих белков. Известно, что он вовлечен 
в процесс метастазирования опухолевых клеток [9–
12]. В то же время его ген активно экспрессируется 
в клетках иммунной системы, участвующих в проти-
воопухолевой защите. Ранее мы показали, что Mts1 
на поверхности CD4+ лимфоцитов участвует в уз-
навании HLA-отрицательных опухолевых клеток 
и способствует их лизису [13].

Белок Tag7 (PGLYRP1), ген которого был открыт 
в нашем институте, является белком системы врож-
денного иммунитета, участвующим как в антибакте-
риальной, так и в противоопухолевой защите [14–16]. 
Подобно цитокинам, Tag7 способен активировать ци-
тотоксичность лимфоцитов. В комплексе с основным 
белком теплового шока Tag7 оказывает цитоток-
сическое действие на TNFR1-несущие опухолевые 
клетки и тормозит рост опухоли [17, 18]. Он способен 
взаимодействовать с белком Mts1 с образованием 
стабильного хемоаттрактивного комплекса, вызывая 
миграцию лимфоцитов, при этом ни Mts1, ни Tag7, 
взятые по отдельности, такой активностью не обла-
дают [8]. В связи с этим интересно выяснить, почему 
хемотаксическая активность появляется только по-
сле образования комплекса.

Цель настоящего исследования состояла в выяв-
лении рецепторов, индуцирующих миграцию кле-
ток по градиенту концентрации Tag7–Mts1 и белка 
двухкомпонентного комплекса, способного взаимо-
действовать с этими рецепторами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Белки
Рекомбинантные белки Mts1 (S100A4) и Tag7 
(PGLYRP1) экспрессировали в штамме Escherichia 
coli M15[pREP4] (Qiagen, США), содержащем плаз-
миду pQE-30 (Qiagen, США). В плазмиды pQE-30 ра-
нее были клонированы кДНК белка Tag7 или Mts1. 
Mts1 очищали на Ni-NTA-агарозе (Qiagen, США) 
согласно протоколу производителя. Tag7 выделяли 
и очищали как описано в [19].

Сравнение первичных и пространственных 
структур белков проводили с использованием 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ и базы данных https://
ncbi.nlm.nih.gov/.

Клеточные культуры
В работе использовали мононуклеарные клетки пе-
риферической крови (РВМС), полученные из лей-

комассы здоровых доноров последовательным цен-
трифугированием в градиенте Ficoll-Hypaque (GE 
Healthcare, Швеция) как описано в [20].

Проточная цитофлуориметрия
Клетки фиксировали в 4% формальдегиде (Sigma) 
и инкубировали с антителами к CCR5 и CXCR3 
(Abcam, Великобритания) в течение ночи, а затем 
с антикроличьими IgG-PE (Beckman coulter, США) 
в темноте при 40С в течение 2 ч. В каждой пробе ана-
лизировали не менее 104 клеток. Измерения прово-
дили на проточном цитофлуориметре Cytomics FC 
500 MPL (Beckman coulter, США), данные обрабаты-
вали в EXPO32 software (Applied Cytometry Systems, 
Sheffield, Великобритания).

Анализ хемотаксической активности
Для измерения хемотаксической активности исполь-
зовали камеру Бойдена (Costar Corning Inc., США), 
в верхнюю часть которой добавляли 200×103 клеток 
РВМС, в нижнюю – хемоаттрактант в концентрации 
10-9 М в среде RPMI 1640 (Gibco, США). Количество 
клеток, прошедших через мембрану, измеряли через 
1.5 ч с помощью МТТ-теста (Sigma, США). В случае 
с преинкубацией антитела (в разведении 1 : 1000) 
или белки (Tag7, Mts1 в концентрации 10-8 M) добав-
ляли к РВМС и инкубировали в течение 1 ч при 370С, 
5% СО

2
, после чего дважды промывали средой. Все 

диаграммы, если не указано иначе, построены на ос-
нове не менее трех независимых экспериментов. 
Для статистической обработки использовали метод 
двусторонней ANOVA.

Детекция хеморецепторов
Клетки РВМС (~250 млн) суспендировали в 1.5 мл 
солюбилизационного буфера: 50 мМ Tрис, pH 7.5 
с PMSF (Sigma, США) (1 мМ) и коктейлем ингиби-
торов протеаз (Calbiochem, Германия) в концен-
трации, указанной изготовителем, и детергентом 
Triton X-100 (Sigma, США) (1% по объему). После 
инкубации на качалке в течение 30 мин на льду 
полученную суспензию разводили в 10 раз, до-
бавляя солюбилизационный буфер, не содержа-
щий детергент, и центрифугировали при 185000 g 
(Beckman L7 Ultracentrifuge, США) в течение 1 ч 
при 4°C. Супернатант отбирали и наносили на Br-
CN-сефарозную колонку с конъюгированным Mts1. 
Связавшиеся белки разделяли с помощью 12% 
SDS-ПААГ, переносили на нитроцеллюлозную мем-
брану и детектировали методом вестерн-блотинга 
со специфическими антителами к CCR5 и CXCR3 
(1 : 1000) и вторичными антикроличьими антителами 
(1 : 10000), конъюгированными с пероксидазой хрена, 
и проявляли с помощью набора ECL Plus (Amersham, 
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Великобритания) согласно рекомендациям произво-
дителя.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Хемотаксические рецепторы CCR5 и CXCR3 
индуцируют движение лимфоцитов по градиенту 
концентрации комплекса Tag7–Mts1 
На первом этапе исследования мы выявляли рецеп-
торы, участвующие в передаче хемотаксического 
сигнала от описанного нами нового хемокина – Tag7–
Mts1-комплекса. Ранее мы показали, что под дей-
ствием этого комплекса могут направленно двигаться 
Т-лимфоциты и NK-клетки [8]. Поэтому мы оценива-
ли присутствие на РВМС хемотаксических рецепто-
ров CCR5 и CXCR3, наиболее высоко представлен-
ных на поверхности Т-лимфоцитов и NK-клеток.

С помощью проточной цитофлуориметрии и вы-
сокоспецифичных антител мы показали, что иссле-
дуемые популяции РВМС содержат 54.8% клеток, 
несущих на поверхности рецептор CCR5, а клетки, 
экспрессирующие CXCR3, составляют 58.1% от об-
щей популяции РВМС, т.е. оба рецептора присут-
ствуют на РВМС (рис. 1А).

Далее мы проверяли, участвуют ли эти рецеп-
торы в индукции миграции лимфоцитов по гради-
енту концентрации комплекса Tag7–Mts1. С этой 
целью РВМС инкубировали с антителами к CCR5 
или CXCR3 и исследовали движение этих кле-
ток под действием комплекса Tag7–Mts1 (рис. 1Б). 
Можно видеть, что, в отличие от белков Tag7 и Mts1, 
взятых по отдельности, комплекс Tag7–Mts1 вызы-
вает движение РВМС. Преинкубация с антителами 
к CCR5 практически полностью блокирует хемотак-
сис. В то же время антитела к CXCR3 снижали ми-
грацию РВМС не более чем на 20%. Таким образом, 
оба исследуемых рецептора способны индуцировать 
движение клеток по градиенту концентрации ком-
плекса Tag7–Mts1, но обладают различным срод-
ством к этому комплексу. Учитывая более сильное 
ингибирование движения клеток антителами к CCR5, 
можно предположить, что пространственная струк-
тура функциональных участков комплекса Tag7–
Mts1, участвующих во взаимодействии с CCR5, боль-
ше похожа на пространственную структуру участков 
CC-хемокинов – лигандов рецептора CCR5, обеспе-
чивающих взаимодействие в комплексе.

Mts1 может связываться с хемотаксическими 
рецепторами
Далее мы определяли, какой из белков двухком-
понентного комплекса может взаимодействовать 
с рецепторами. Мы предварительно инкубировали 
РВМС с Tag7 или с Mts1 и исследовали миграцию 

таких клеток под действием комплекса Tag7–Mts1. 
На рис. 2А представлены результаты пяти независи-
мых экспериментов без усреднения. Можно видеть, 
что в четырех случаях инкубация с Tag7 практиче-
ски не влияет на подвижность клеток, а предвари-
тельная инкубация с Mts1 резко снижает движение 

Рис. 1. Хемотаксис РВМС под действием Tag7–Mts1 
осуществляется через взаимодействие с рецепторами 
CCR5 и CXCR3. А – экспрессия CCR5 и CXCR3 на по-
верхности мононуклеарных клеток. По оси абсцисс – 
количество событий, по оси ординат – средняя интен-
сивность флуоресценции. Серый пик – изотипический 
контроль вторичными антителами. Б – антитела к ре-
цепторам CCR5 и CXCR3 блокируют хемотаксическую 
активность РВМС 
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РВМС. Наблюдаемые отклонения, возможно, зависят 
от иммунного статуса донора. Совпадение исследуе-
мых эффектов в четырех случаях позволяет предпо-
ложить, что Mts1 может связываться с рецептором. 

Для проверки этого предположения мы изучи-
ли возможность связывания CCR5 и CXCR3 с Mts1 
с помощью аффинной хроматографии. На колонку 
с Mts1, иммобилизированным на Br-CN-сефарозе, 
наносили солюбилизированные мембранные белки 
РВМС, специфически связавшийся материал ана-
лизировали с помощью 12% SDS-ПААГ с последую-
щим вестерн-блотингом (рис. 2Б). Антитела к CCR5 
выявили белок 41 кДа, а антитела к CXCR3 – белок 
с 70 кДа, соответствующие по молекулярной массе 
этим рецепторам. Можно видеть более слабое свя-
зывание CXCR3 с Mts1, что подтверждает предполо-
жения о более высоком сродстве хемоаттрактивного 
комплекса Tag7–Mts1 к рецептору CCR5. 

Таким образом, Mts1 может связываться с CCR5-
рецептором, но этого недостаточно для индукции 
движения клеток. Однако, взаимодействуя с CCR5, 
он препятствует связыванию с ним двухкомпонент-
ного хемоаттрактанта и ингибирует движение клеток 
по градиенту концентрации комплекса Tag7–Mts1.

Первичная и пространственная структуры 
фрагментов Tag7 и Mts1 имеют частичную 
гомологию со структурами фрагментов MIP1α
Как уже сказано, ни один из белков комплекса 
Tag7–Mts1 не обладает стандартной для хемокинов 
структурой, называемой «греческий ключ». Поэтому 
мы сравнивали первичные и пространственные 
структуры белков Mts1, Tag7 и MIP1α, известного 
функционального лиганда рецептора CCR5.

Сравнительный анализ аминокислотных после-
довательностей трех белков обнаружил гомологию 
фрагментов молекул Mts1 и Tag7 с некоторыми 
участками MIP1α. На рис. 3 слева вверху пред-
ставлен результат сравнения фрагментов ами-
нокислотных последовательностей. Mts1 имеет 
в С-концевой части 11-членный фрагмент (амино-
кислотные остатки 79–89), на 65% гомологичный 
11-членному N-концевому фрагменту MIP1α (ами-
нокислотные остатки 11–21). В центральной части 
молекулы Tag7 расположен 17-членный фрагмент 
(аминокислотные остатки 164–180), гомологичный 
фрагменту MIP1α (аминокислотные остатки 45–
61), также расположенному в середине полипеп-
тидной цепи. 

Рис. 2. Mts1 может связываться с CCR5 и ингибировать 
активность хемотаксиса. А – Mts1 способен блокиро-
вать хемотаксис РВМС. По оси абсцисс представлены 
результаты хемотаксиса от пяти доноров. Б – Mts1 
связывается с рецепторами CCR5 и CXCR3. Взаимо-
действующие с Mts1 белки (1, 3) и несвязавшийся ма-
териал (2, 4) окрашивали специфическими антителами 
к CCR5 (1 и 2) и CXCR3 (3 и 4)

Tag7

CCR5-MIP1α

Mts1

Рис. 3. Гомологичные аминокислотные последователь-
ности и пространственные структуры белков Mts1, 
Tag7 и MIP1α. В левом верхнем углу представлено 
наложение гомологичных фрагментов аминокислот-
ных последовательностей белков MIP1α (вверху), 
Mts1 и Tag7 (внизу). На ленточных моделях комплекса 
MIP1α (синий, слева) с CCR5 (розовый, слева) и белков 
Tag7 (розовый, справа) и Mts1 (синий, справа) красны-
ми кругами показаны участки гомологии аминокислот-
ных последовательностей
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На рис. 3 представлены пространственные струк-
туры комплекса MIP1α с CCR5 [21] и пространствен-
ные структуры Tag7 [19] и Mts1 [22], координаты про-
странственных структур PDB ID: 5UIW, 1YCK, 3C1V 
соответственно. При сравнении пространственных 
структур белков Mts1 и Tag7 со структурой MIP1α 
видно, что C-концевой участок Mts1 (аминокислот-
ные остатки 79–89) представляет собой α-спираль, 
выступающую из центральной глобулярной части 
молекулы. У хемокина MIP1α N-концевой участок 
(аминокислотные остатки 11–21) также далеко высту-
пает из центральной части молекулы. Оба эти участка 
имеют по пять гидрофобных аминокислот. Фрагменты 
Tag7 (аминокислотные остатки 164–180) и MIP1α 
(аминокислотные остатки 45–61) представляют собой 
β-листы, в обоих белках находящиеся на поверхно-
сти молекул. Гомологичные аминокислоты (остатки 
164–166 и 179–180) расположены в области, которая 
у MIP1α (остатки 45–47 и 60–61) участвует в непо-
средственном взаимодействии с рецептором CCR5. 

Ни один из белков комплекса Tag7–Mts1 не об-
ладает пространственной структурой хемокина, од-
нако, Mts1 и Tag7 содержат участки, гомологичные 
по своей аминокислотной и пространственной струк-
турам участкам хемокина MIP1α, важным для ак-
тивации рецептора CCR5. Возможно, в этом состоит 
причина того, что отдельно взятые Tag7 и Mts1 не об-
ладают хемоаттрактантной активностью, и только 
стабильный двухкомпонентный комплекс этих бел-
ков способен инициировать миграцию лимфоцитов.

ОБСУЖДЕНИЕ
Представленные данные позволяют сделать два 
заключения. Хемотаксические рецепторы CCR5 
и CXCR3 участвуют в индукции миграции РВМС 
по градиенту концентрации комплекса Tag7–Mts1. 
Один из компонентов этого комплекса – белок Mts1 – 
может связываться с обоими рецепторами. 

Следует отметить различную специфичность свя-
зывания комплекса Tag7–Mts1 с этими рецепторами. 
Исследуемый комплекс довольно слабо взаимодей-
ствует с рецептором CXCR3: не более 20% CXCR3-
содержащих РВМС мигрируют по градиенту концен-
трации Tag7–Mts1. В то же время практически все 
популяции РВМС, несущие CCR5, могут двигаться 
под действием этого хемоаттрактанта.

CCR5 присутствует, как правило, на клетках па-
мяти, макрофагах и дендритных клетках. Недавно 
было показано, что он представлен на клеточной по-
верхности субпопуляций NK-клеток [23]. Исходя 
из набора клеток, несущих CCR5, можно предпо-
лагать, что комплекс Tag7–Mts1 может привлекать 
клетки иммунной системы в основном на ранних ста-
диях иммунного ответа.

Нами показано, что предварительная инкубация 
клеток с белком Tag7 не ингибирует миграцию кле-
ток под действием комплекса Tag7–Mts1. Возможно, 
Tag7 взаимодействует с хемотаксическим рецепто-
ром намного слабее, чем комплекс Tag7–Mts1. Tag7 
не содержит также в полипептидной цепи гидрофоб-
ного фрагмента, способного связываться с трансмем-
бранным активным центром рецептора.

Mts1, напротив, может связываться с рецептором 
CCR5 и ингибировать движение РВМС, хотя и не об-
наружено сходства в аминокислотных и простран-
ственных структурах центрального участка молекул 
Mts1 и MIP1α. Механизм такого связывания требует 
дальнейшего исследования [19, 21, 22].

Аналогичные результаты получены нами недавно 
при исследовании взаимодействия цитотоксическо-
го комплекса Tag7–Hsp70 с рецептором известного 
цитокина TNFα – TNFR1. Tag7 связывался с TNFR1 
и ингибировал цитотоксическое действие TNFα [24], 
но не обладал гомологией первичной и трехмерной 
структур с TNFα.

Детальное изучение механизма взаимодействия 
CCR5 с лигандом позволило предложить гипотети-
ческую схему контактов этого рецептора с лигандами 
[25]. Согласно этой схеме, взаимодействие хемоки-
нового рецептора с лигандом – двухстадийный про-
цесс. На первой стадии центральная часть молекулы 
хемокина взаимодействует со связывающим центром 
рецептора, расположенным на внеклеточном домене. 
Далее для активации рецептора необходимо взаи-
модействие N-концевого участка хемокина со вто-
рым участком связывания, расположенным в пучке 
трансмембранных спиралей.

Интересно, что сам Mts1 не может индуцировать 
миграцию клеток, хотя имеет гидрофобный фраг-
мент (аминокислотные остатки 79–89), гомологич-
ный фрагменту MIP1α (аминокислотные остатки 
11–21), индуцирующему изменение конформации 
рецептора. Учитывая различия в пространственной 
структуре Mts1 и в структуре классического хемо-
кина, можно предположить, что после связывания 
с внеклеточным доменом на первой стадии взаимо-
действия Mts1 с рецептором CCR5 С-концевой фраг-
мент Mts1 не может проникнуть в мембрану клетки 
[22]. Взаимодействие с Tag7 изменяет, возможно, 
конформацию Mts1, обеспечивая доступ С-концевого 
участка к активному центру в трансмембранном пуч-
ке. Такая гипотетическая схема может объяснить, 
почему только комплекс Tag7–Mts1 способен вызы-
вать миграцию РВМС.

По-видимому, двухстадийное взаимодействие 
лигандов с рецепторами является общим свойством 
рецепторов различной природы. Сначала лиганд 
фиксируется на поверхности рецептора, затем про-
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исходит его активация. Ранее мы изучали взаимо-
действие двухкомпонентного комплекса Tag7–Hsp70 
с рецептором TNFR1 и выявили функциональную 
активность каждого белка. Мы показали, что Tag7 
может связываться с TNFR1, но не способен вызвать 
агрегацию его цитоплазматических доменов, необ-
ходимую для индукции цитолиза. Hsp70, способный 
агрегировать в растворе, связывается с Tag7 и вы-
зывает тримеризацию рецептора.

Не исключено, что Mts1 может связывать-
ся и с другими рецепторами на поверхности 
Т-лимфоцитов и NK-клеток и в комплексе с Tag7 
индуцировать миграцию этих клеток. Однако этот 
вопрос требует дальнейшего изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В заключение следует отметить, что в результате 
проведенных исследований показано, что хемотак-
сический комплекс Tag7–Mts1 можно считать но-
вым лигандом хемотаксических рецепторов CCR5 

и CXCR3, представленных на клетках иммунной си-
стемы. Хотя ни один из белков этого лиганда не име-
ет структурного мотива классического хемокина, 
Tag7–Mts1 может индуцировать миграцию РВМС 
с участием классических хемокиновых рецепторов, 
причем проявляет большее сродство к CCR5. Также 
показано, что Mts1 – один из белков двухкомпонент-
ного комплекса, может связываться с внеклеточным 
доменом CCR5, однако для активации рецептора тре-
буется дополнительное взаимодействие Tag7 с его 
внеклеточным участком. Понимание процессов, ле-
жащих в основе взаимодействия неклассического 
хемокина с классическим хемотаксическим рецеп-
тором, будет способствовать пониманию механизмов 
миграции клеток иммунной системы к очагу пораже-
ния и поиску новых хемокинов. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ № 15-14-00031-П.
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РЕФЕРАТ Впервые на атомистическом уровне описано взаимодействие фермента бутирилхолинэстеразы 
с экотиофатом – популярным модельным соединением, аналогом боевых отравляющих веществ VX и VR. 
При помощи методов молекулярного моделирования обнаружена конкуренция между двумя конформаци-
ями экотиофата в активном центре. Первая, близкая к конформации для способа связывания субстратов 
холинового ряда – бутирилхолина и бутирилтиохолина, – является ингибирующей, так как не способна 
к реакции с ферментом; вторая, реакционноспособная, обладает существенно худшей оценкой энергии 
связывания. Таким образом, экотиофат совмещает черты ингибиторов двух типов: конкурентного и суи-
цидального. Данное наблюдение поможет уточнить кинетическую схему реакции для аккуратной оценки 
кинетических констант, что особенно важно при дизайне новых вариантов бутирилхолинэстеразы, способ-
ных к полному циклу гидролиза фосфорорганических соединений.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА бутирилхолинэстераза, КМ/ММ, метадинамика, органофосфаты, экотиофат.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БуХЭ – бутирилхолинэстераза; ECH – экотиофат; RMSD – среднеквадратичное 
отклонение; КМ/ММ – гибридное, квантово-механическое/молекулярно-механическое моделирование; 
PAS – периферийный анионный сайт.
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ВВЕДЕНИЕ
Бутирилхолинэстераза (БуХЭ) – фермент, который 
обладает широкой субстратной специфичностью, 
благодаря чему представляет значительный интерес 
в качестве объекта для создания антидотов против 
ядов на основе фосфорорганических соединений, на-
пример газов VX и VR [1, 2]. В то же время для холин-
эстераз характерна чрезвычайно сложная кинети-
ческая схема реакции, обусловленная, в том числе, 
наличием дополнительного периферического анион-
ного сайта связывания лиганда (PAS). Рассмотрение 

PAS для характеристического субстрата БуХЭ – бу-
тирилтиохолина – увеличивает общее количество 
состояний до восьми [3]. Если же субстрат способен 
вызывать необратимую инактивацию фермента из-
за образования стабильного фосфорилированного 
комплекса, то кинетическая схема может услож-
ниться еще больше. Одним из таких субстратов, со-
четающих и холиновый фрагмент, и возможность 
инактивации, является экотиофат – менее токсич-
ный аналог боевых отравляющих веществ V-серии, 
который используется в качестве модельного фос-
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форорганического соединения при изучении реак-
ционной способности бутирилхолинэстеразы и ее 
модификаций, устойчивых к инактивации. В нашей 
работе взаимодействие экотиофата с БуХЭ изучено 
с целью оценки применимости для них кинетических 
схем, предложенных для бутирилтиохолина.

Мы решили использовать методы молекулярно-
го моделирования, так как они дают атомистическое 
понимание происходящих событий и ранее доказали 
свою эффективность для понимания механизмов ре-
акции БуХЭ с некоторыми субстратами [4] и даже 
для рационального изменения БуХЭ и трансформа-
ции ее в кокаингидролизирующий фермент [5].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Моделирование молекулярного докинга было про-
ведено в пакете Autodock Vina [6]. Для докинга была 
выбрана структура БуХЭ PDB ID 1XLW, ковалентно 
конъюгированная с продуктом фосфорилирования 
экотиофатом – диэтилфосфатным остатком (DEP). 
DEP был удален, а недостающие остатки V377-
D378-D379-Q380 и C66 достроены на основе струк-
туры PDB ID 2XMD, так как структуры достаточно 
похожи (среднеквадратичное отклонение (RMSD), 
оцененное по всем тяжелым атомам, составило 0.4 Å). 
Структура экотиофата создана в пакете Avogadro 
[7]. Подготовку входных файлов и обработку резуль-
татов проводили при помощи инструментов пакета 
AutoDock Tools [8]. Ячейка для докинга была отцен-
трирована так, чтобы включать весь карман связы-
вания. Размер ячейки составил 20 Å по всем изме-
рениям. Для эффективного сканирования параметр 
«exhaustiveness» был установлен в значение 64 
и проведены 20 независимых повторностей. Во вре-
мя докинга фермент оставался жестким, в то время 
как лиганд имел все степени свободы. 

Стартовые конфигурации БуХЭ c лигандом были 
взяты из процедуры докинга. Моделирование ме-
тадинамики и обработку результатов проводили 
как описано ранее [9]. В качестве коллективной пере-
менной использовали расстояние O(Ser198)-P(ECH). 
Потенциал метадинамики величиной 2 кДж/моль 
и адаптивной шириной, рассчитанной на основании 
диффузионного критерия по предшествующим 220 
шагам, накладывался каждые 220 шагов моделиро-
вания. Для каждого варианта связывания экотиофа-
та сделано по три независимых реплики.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Поиск положения экотиофата в структуре бути-
рилхолинэстеразы человека (PBD ID 1XLW) прове-
ден с помощью процедуры докинга. Особый интерес 
представляли положения экотиофата в активном 
центре, потенциально способные к прохождению 

реакции (состояние ES в кинетической схеме [3]). 
Поэтому для анализа мы выбрали две основные ме-
трики: расстояние между кислородом каталитиче-
ского Ser198 и атомом фосфора экотиофата и рас-
стояние между центром масс оксианионного центра, 
образованного атомами азота остова остатков G116, 
G117, A199, и фосфорильным кислородом экотиофа-
та. Вторая метрика выбрана, так как координация 
кислорода оксианионным центром является важ-
ной составляющей связывания и позиционирования 
в известных механизмах реакции [3]. Фильтрация 
по таким критериям позволила выделить три луч-
ших кластера положений run6_2, run2_15, run11_16 
(рис. 1). Согласно оценочной функции AutoDock Vina, 
положение run6_2 имеет энергию связывания на ~0.4 
ккал/моль лучше, чем два других. Интересно, что та-
кое же расположение холинового фрагмента наблю-
дается в случае гидролиза ацетилтиохолина [4] и, 
по-видимому, характерно для лигандов подобной хи-
мической природы. В данном случае ключевым явля-
ется взаимодействие положительного заряда холи-
новой группы с ароматической π-системой Trp82 [10]. 
Остаток Glu197, участвующий в катализе, при этом 
оказывает меньший эффект [10]. В то же время такое 
расположение лиганда приводит к тому, что уходя-
щая группа – тиохолин – расположен не на линии 
нуклеофильной атаки.

В противоположность этому, в положении 
run11_16 тиохолин находится на одной линии 
с атакующим OG Ser198 (рис. 2), а расположение 
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Рис. 1. Результаты докинга экотиофата в связывающий 
карман БуХЭ. Во врезке указаны лучшие результаты 
из нижнего левого сегмента
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этильных заместителей похоже на расположение 
ковалентного интермедиата PDB ID 1XLW в кри-
сталлической структуре [11]. Холиновая группа, 
в свою очередь, может электростатически взаи-
модействовать с отрицательно заряженным Asp70 
и ароматической π-системой Tyr332, входящих в пе-
риферийный анионный сайт (PAS) [10]. Ранее пред-
положили, что именно такое положение наиболее 

вероятно для гидролиза экотиофата, а важность 
контакта c остатком Asp70 подтверждена серией му-
тантов Asp70Gly и Asp70Lys [12]. При этом связыва-
ние второй молекулы субстрата в PAS невозможно. 
Положение run2_15 является промежуточным – по-
ложение фосфата соответствует таковому у run6_2, 
а холиновый хвост занимает переходное положение 
между run6_2 и run11_16 (рис. 2). 

Для оценки реакционной способности всех трех 
положений мы применили гибридное квантово-ме-
ханическое/молекулярно-механическое (КМ/ММ) 
моделирование. В совокупности с методом, повыша-
ющим эффективность семплирования – метадинами-
кой, это позволило оценить энергетические барьеры 
реакций [9]. 

Значения, полученные для run6_2, run2_15, 
run11_16, составляют 15.9 ± 0.7, 15.9 ± 1.9, 5.7 ± 0.4 
ккал/моль соответственно (рис. 3). Они находятся 
в рамках, характерных для ферментативных ре-
акций в целом, и соотносятся со значениями, по-
лученными при изучении данной реакции в БуХЭ 
с другими субстратами и с помощью других вычис-
лительных методов [5]. Но при этом заметен более 
низкий барьер реакции в системе, где стартовое по-
ложение лиганда таково, что уходящая группа – ти-
охолин – находится на одной линии с атакующим 
кислородом OG Ser198, делает протекание реакции 
из подобного стартового положения приблизительно 
в 107 раз более вероятным. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При помощи методов молекулярного моделирования 
мы обнаружили существование двух возможных 
конкурирующих конформаций экотиофата в актив-
ном центре бутирилхолинэстеразы. Существование 
первой, реакционноспособной, предсказано ранее. 
Вторая – близкая по режиму связывания к субстра-
там холиновой группы и обладающая лучшей оцен-
кой энергии связывания, является ингибирующей. 
Учет обоих состояний позволит уточнить кинетиче-
скую схему реакции экотиофата с бутирилхолин-
эстеразой, что необходимо для корректной оценки 
кинетических констант при дизайне вариантов бу-
тирилхолинэстеразы с фосфатазной активностью. 

Исследование поддержано грантом  
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проектом RFMEFI62117X0011.

Рис. 2. Три варианта стартовых позиций лиганда. Остат-
ки, включенные в квантовую систему, обозначены 
в шаростержневой модели. Тонкими линиями обозна-
чены остатки, обеспечивающие связывание холинового 
фрагмента. Атомы углерода экотиофата в варианте 
связывания run6_2 показаны серым, run2_15 голубым 
и run11_16 зеленым. Отображение атомов водорода 
опущено

Рис. 3. Величины барьеров реакции для разных стар-
товых положений. Показано среднее значение и его 
ошибка, определенные по трем независимым измере-
ниям
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РЕФЕРАТ Создание антидотов к фосфорорганическим ядам – важная задача современной фармакологии. 
Рекомбинантные ацетилхолинэстераза и бутирилхолинэстераза (БуХЭ) являются эффективными ак-
цепторами фосфорорганических ядов, в том числе пестицидов. Представлены результаты определения 
эффективности рекомбинантной бутирилхолинэстеразы при моделировании фосфорорганического от-
равления, вызванного пероральным введением параоксона в дозе 2 мг/кг. Показана высокая активность 
БуХЭ как протективного средства при субхроническом антихолинэстеразном отравлении на модели in vivo. 
Использование БуХЭ в дозе 20 мг/кг помогало избежать гибели модельных животных, а также способство-
вало их быстрому восстановлению после отравления.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биоловушка, бутирилхолинэстераза, in vivo модели, фосфорорганические соединения.
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ВВЕДЕНИЕ
Современная терапия острых и тяжелых хрониче-
ских отравлений фосфорорганическими соединени-
ями (ФОС) включает в себя реанимацию пациентов, 
проведение искусственной вентиляции легких, те-
рапию мускариновым антагонистом (обычно атропи-
ном) в комбинации с введением большого количества 
жидкости и реактиватора ацетилхолинэстеразы, 
например пралидоксима [1]. Однако такая терапия 
зачастую вызывает тяжелые побочные эффекты: 
тошноту, рвоту, частичную или полную потерю тру-
доспособности, что связано с невозможностью исклю-
чить вероятность необратимого повреждения нейро-
нов. 

Одним из перспективных подходов в терапии от-
равлений ФОС является использование биологиче-
ских антидотов – биомолекул, связывающих и инак-
тивирующих ФОС [2–5]. В качестве таких антидотов 
рассматриваются такие ферменты, как бутирилхо-
линэстераза человека (чБуХЭ) и антитела, способные 
связываться или гидролизовать ФОС [6, 7]. чБуХЭ – 
естественный биологический антидот (суицидальный 

инактиватор) при отравлении ФОС. Благодаря уни-
кальному сходству с ацетилхолинэстеразой человека 
(чАцХЭ) и большему объему полости активного цен-
тра чБуХЭ инактивирует широчайший спектр ФОС, 
причем зачастую эффективнее чАцХЭ [8]. Более 
того, использование чБуХЭ позволяет избежать дол-
говременных побочных эффектов отравления ФОС, 
включая и необратимое повреждение мозга [9].

Фосфорорганические соединения представляют 
собой самую большую группу химических пестици-
дов, применяемых для защиты растений. Поскольку 
потребители едят свежие фрукты и овощи, то они 
автоматически попадают в группу повышенного 
риска отравления пестицидами. Параоксон – ак-
тивный метаболит пестицида паратион, считается 
одним из наиболее мощных препаратов, ингибиру-
ющих чАцХЭ [10]. Основным способом попадания 
инсектицидов, подобных параоксону, в организм 
является контакт с кожными покровами или по-
ступление через желудочно-кишечный тракт [11], 
что приводит к острому или хроническому отрав-
лению человека и животных. Кроме того, большин-
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ство инсектицидов на основе ФОС являются липо-
фильными соединениями, склонными к накоплению 
в жировых тканях, что значительно увеличивает 
потенциал их хронического воздействия на орга-
низм человека. Таким образом, разработка моделей 
in vivo, позволяющих оценивать субхроническую 
токсичность фосфорорганических пестицидов, 
представляет существенный интерес, так как по-
зволяет определять долговременные эффекты воз-
действия ФОС на физиологические и поведенческие 
характеристики животного. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Токсичность препарата рчБуХЭ изучали на 36 мы-
шах BALB/c (три группы – две опытные и одна кон-
трольная) по шесть самцов и шесть самок в каждой. 
Формирование таких групп позволяет получить 
репрезентативную выборку и статистически значи-
мые данные. До начала исследования группы жи-
вотных в клетках помещали в отдельную комнату 
на 7 дней для адаптации. В течение этого периода 
у животных контролировали появление признаков 
отклонения в состоянии здоровья. В эксперимент 
случайным образом отбирали здоровых животных, 
у которых индивидуальное значение массы не от-
клонялось от среднего значения в пределах пола 
более чем на 10%. Основные правила содержания 
и ухода за животными соответствовали нормативам, 
указанным в руководстве Guide for Care and Use of 
Laboratory Animals. (ILAR publication, 1996, National 
Academy Press).

Тестируемой группе животных подкожно вводи-
ли ингибитор карбоксилэстераз крезилбензодиокса-
фосфориноксид (CBDP) в дозе 1.5 мг/кг. Через 15 мин 
мыши внутривенно получали рчБуХЭ в дозе 20 мг/кг 
(или физраствор), после чего перорально вводили па-
раоксон в дозе 2 мг/кг. Введение веществ происходи-
ло на 1, 3, 5 дни исследования. Комплексное тестиро-
вание проводили после третьего введения на 6-й день 
исследования. Массу тела животных, потребление 
корма и воды регистрировали ежедневно. Для оценки 
эффективности действия антидота проводили функ-
циональные тесты, такие, как регистрация силы, па-
раметров дыхания, локомоторной и исследователь-
ской активности животных. 

Регистрация параметров дыхания
Состояние дыхательной системы оценивали с ис-
пользованием компьютерной системы PowerLab 
8/35. В данном тесте оценивали такие параме-
тры, как частота дыхания (раз/мин), дыхательный 
объем (мл), максимальный поток выдоха (мл/с). 
Тестирование проводили на 6-й день исследования 
(после третьего введения веществ). 

Регистрация локомоторной и исследовательской 
активности
Общую локомоторную и исследовательскую ак-
тивность регистрировали при комплексном тести-
ровании животных после клинического осмотра. 
Поведенческую активность анализировали в тесте 
«открытое поле» на многофункциональной системе 
TSE Multi Conditioning System Extended Advanced. 
Тест проводили на 6-й день исследования (после тре-
тьего введения веществ). Продолжительность теста 
3 мин. При нахождении животного на открытой пло-
щадке актометра регистрировали пройденное жи-
вотным расстояние (см), время неподвижности (с) 
и количество стоек на задних лапах.

Регистрация мышечной силы, отражающая работу 
периферических нервов в тесте хватания Grip 
Strength
Мышечную силу животного измеряли с помо-
щью прибора GRIP STRENGTH METER, Columbus 
Instruments. Регистрировали силу натяжения пла-
стины динамометра прибора передними лапами жи-
вотного (в кг). Измерения выполняли при комплекс-
ном тестировании животного (после процедуры 
регистрации локомоторной активности) на 6-й день 
исследования (после третьего введения веществ). 
Для всех количественных данных, полученных 
в ходе исследований, применяли описательную ста-
тистику. Для установления межгрупповых различий 
и сравнения экспериментальных групп с контроль-
ной использовали однофакторный дисперсионный 
анализ Крускала–Уоллеса и/или тест Maнна–Уитни. 
Статистический анализ проводили с помощью про-
граммы Statistica for Windows 7.1. При P < 0.05 разли-
чия считали статистически значимыми. Результаты 
представляли как значение ± стандартная ошибка 
(P ≤ 0.0005). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для определения эффективности бутирилхолинэсте-
разы в качестве терапевтического агента, использу-
емого для профилактики отравлений фосфорорга-
ническими соединениями, разработана биомодель, 
в которой учитывается разница в «эстеразном ста-
тусе» мыши и человека. Содержание чБуХЭ в кро-
ви человека в 2 раза выше, чем в крови мыши (5 
и 2.6 мг/л соответственно), тогда как АцХЭ в 25 раз 
меньше (0.008 и 0.2 мг/л соответственно). Кроме того, 
классические лабораторные животные (грызуны: 
мыши, крысы и морские свинки) обладают еще од-
ним эволюционно значимым механизмом защиты 
от отравлений ФОС, связанным с наличием гена 
карбоксилэстеразы плазмы крови ES1, необратимо 
инактивирующей широкий спектр ФОС. В плазме 
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крови человека нет этого фермента, что приводит 
к ложной интерпретации данных при оценке токсич-
ности ФОС. В плазме крови человека имеются две 
основные эстеразы – бутирилхолинэстераза (чБуХЭ, 
5 мг/л) и PON1 (50 мг/л). Для того чтобы максималь-
но снизить фоновую активность эндогенной карбок-
силэстеразы плазмы крови у мышей, использовали 
специфический ингибитор крезилбензодиоксафос-
фориноксид (CBDP) в дозе 1.5 мг/кг, который полно-
стью подавлял активность данного фермента. СВDP 
вводили подкожно перед введением фосфороргани-
ческого агента. В качестве модельного ФОС был вы-
бран параоксон, так как именно он и его аналоги яв-
ляются естественными метаболитами подавляющего 
большинства фосфорорганических пестицидов, ис-
пользуемых в настоящее время. Для имитации хро-
нического травления применяли пероральный способ 
введения препарата, имитирующий проникновение 
пестицида при употреблении продуктов питания.

Показано снижение локомоторной активности 
у мышей, получивших ФОС без терапии препаратом 
рчБуХЭ. Пройденное мышами расстояние измени-
лось в 1.5 раза, исследовательская активность снизи-
лась более чем в 2 раза (рис. 1). Введение препарата 
рчБуХЭ, в свою очередь, полностью восстанавлива-
ло моторные функции и исследовательскую актив-
ность. Значительное снижение моторных функций 
и исследовательской активности в рамках нашей 
модели было ассоциировано со значительным пода-
влением активности дыхательного центра (рис. 2). 

Рис. 1. Анализ локомоторной и исследовательской 
активности. Оценивали пройденное животным рас-
стояние (см). Цифры над столбиками соответствуют 
количеству стоек на задних лапах. Планки погрешности 
иллюстрируют стандартное отклонение в группе

П
р

о
йд

е
нн

о
е

 р
ас

ст
о

ян
ие

 з
а 

3 
м

ин
, 

см

Контрольная 
группа

CBDP +  
параоксон 2 мг

CBDP +  
BCHE 20 мг +  

параоксон 2 мг

20±3

9±4

18±2
800

600

400

200

0

Рис. 2. Анализ параметров дыхания. Оценивали дыха-
тельный объем (левые столбцы), а также максималь-
ный поток выдоха (правые столбцы). Тестирование 
проводили на 6-й день исследования (после третьего 
введения веществ). Планки погрешности иллюстриру-
ют стандартное отклонение в группе
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Основные характеристики функции дыхания, такие, 
как дыхательный объем и максимальный поток вы-
доха, в группе животных, получавших ФОС, были 
снижены в 3 раза по сравнению с контрольной груп-
пой. В то же время терапия препаратом рчБуХЭ вос-
станавливала полноценный дыхательный процесс. 
Сопоставимый эффект наблюдался при анализе 
силы хватания (рис. 3). Параоксон вызывал значи-
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тельное снижение силы мускулатуры. Сила хвата-
ния в группе, находившейся под действием ФОС, 
была в 2.5 раза ниже, чем у животных контрольной 
группы. Аналогично эффектам, описанным ранее, 
терапия препаратом рчБуХЭ позволяла сохранить 
мышечную активность, отменяя физиологические 
проявления хронических эффектов воздействия па-
раоксона.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нами разработана биомодель, по-
зволяющая оценить физиологические проявления 
воздействия пестицида параоксона при пероральном 
введении в режиме субхронической токсичности. Эта 
модель представляет большой интерес для изучения 
хронических эффектов воздействия ФОС. Показано, 
что основные физиологические характеристики, 
такие, как локомоторная и исследовательская ак-
тивность, дыхание, а также мышечная активность, 
являются параметрами, чувствительными к воздей-
ствию ФОС в рамках исследованной модели in vivo. 
В результате нами показана высокая активность 
препарата рчБуХЭ, использованного в качестве про-
тективного средства. Внутривенное введение биопре-
парата в дозе 20 мг/кг не только помогало избежать 
гибели животных, но и способствовало быстрому 
восстановлению поведения мышей после отравле-

ния. Установлено, что основные физиологические 
характеристики животных в группе, получавшей 
препарат рчБуХЭ, не отличались от показателей 
в контрольной группе, не подверженной токсическо-
му воздействию параоксона, что указывает на вы-
сокую протективную эффективность биопрепарата 
не только на описанной ранее модели острой токсич-
ности, но и в разработанной биомодели субхрониче-
ской токсичности. 

Снижение моторных функций, исследовательской 
активности, а также параметров дыхательного про-
цесса и активности мускулатуры, описанных в рам-
ках данной биомодели, может свидетельствовать 
о повреждении нейронных связей. Детализированное 
исследование нейрофизиологических характеристик, 
а также обратимости воздействия ФОС в рамках раз-
работанной биомодели субхронической токсичности 
представляет значительный интерес и является 
предметом дальнейших исследований. 

Исследование поддержано грантом  
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INTRODUCTION
In the last two decades, several reports have greatly 
contributed to our current understanding of the 
molecular mechanisms that underlie the acid tolerance 
response (ATR) and acid resistance (AR) in many 
neutralophilic bacteria. The literature on this topic has 
recently been reviewed [1].

Concerning AR, this is defined as the astonishing 
ability of bacteria in the stationary phase of growth to 
withstand exposure to extreme acid stress (pH ≤ 2.5) 
for at least 2 hours (such as the one encountered in the 
gastric compartment) and recover their growth after 
a return to neutral pH [2]. In this regard, AR is consid-
ered to be a key factor during colonization of a host and 
the infectious process carried out by the gram-negative 
bacterium Escherichia coli, as well as by other bacte-

ria, including pathogenic ones [3–5]. Four AR systems 
(AR1-4) have been identified in E. coli, the most potent 
of them being AR2, which relies only on the availabil-
ity of amino acid L-glutamate in the minimal salt me-
dium in which the acid challenge is carried out [3, 6, 
7]. In this system, amino acid L-glutamate is the sub-
strate of the cytosolic enzyme glutamate decarboxy-
lase (two isoforms, GadA and GadB, are expressed in 
E. coli); L-glutamate is imported from the medium by 
the inner membrane antiporter GadC, which couples 
the import of L-glutamate with export of γ-aminobu-
tyrate (GABA), the decarboxylation product. In fact, 
during the decarboxylation, the α-carboxylic group of 
L-glutamate is released as carbon dioxide (CO

2
) and is 

replaced with a proton irreversibly incorporated in the 
GABA molecule. Therefore, the system works by con-
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suming proton intracellularly (through GadA/B activ-
ity) and by exporting positive charges through GadC 
[1, 6].

The regulation of the AR2 system in E. coli is ex-
tremely complex: it involves several global regulators, 
such as RpoS (the sigma factor of RNA polymerase of 
the stationary phase, which positively affects expres-
sion of the system) and H-NS (histone-like nucleoid 
structuring protein, which represses the relevant 
genes), small RNAs and several specific transcriptional 
regulators, such as GadE, GadX and GadW [3, 6]. These 
specific regulators are encoded by the relevant genes 
located in the AFI (Acid Fitness Island), the E. coli ge-
nome region that carries 14 genes involved in the AR at 
various levels, including the gene coding for GadA [6]. 
The coordinated transcriptional control of expression 
of the AFI and AR2 genes (including gadB and gadC, 
which are not in the AFI), as well as the involvement of 
the global and specific transcriptional regulators, was 
shown in several transcriptional studies, mostly using 
microarrays [3]. As expected, some studies showed that 
gadBC and the AFI genes were upregulated under all 
those conditions, which are compatible with the time-
ly activation of AR, such as inorganic and organic acid 
stress, respiratory stress/anaerobiosis (typical of the 
gut environment), whereas downregulation was ob-
served under alkaline stress and in an rpoS mutant. 
Notably, in a temporal study of biofilm formation, 
gadB, gadC, and the AFI genes were found to be down-
regulated and the same trend was observed in a study 
of a protein involved in AR, YmgB [8].

It is well known that biofilm formation is a very 
complex process which is affected by many factors, 
such as the strain under investigation and the nature 
of the surface on which the biofilm develops. In this 
report, we used the reference laboratory strain E. coli 
K12 MG1655 and its ∆gadE, ∆gadX, and ∆gadW isogenic 
derivatives to perform a comparative phenotypic study 
focusing on the effect of these mutations on the ability 
of E. coli MG1655 to form a biofilm at acidic vs neutral 
pH and under temperatures that closely resemble those 
of the host (37°C) and non-host/ambient (25°C) envi-
ronment. In addition, we assessed the effect of emp-
ty plasmids, i.e. the ones not carrying a gene in trans, 
on biofilm formation and concluded that, when using 
a plasmid, caution is waranted regarding the plas-
mid-specific effect on biofilm formation, depending on 
the experimental conditions under analysis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials 
The ingredients for bacterial growth were from Difco. 
Crystal violet was from Merck. Acetone, absolute 

ethanol and polystyrene 96-well plates (untreated) 
were from VWR. Ampicillin was from Roche 
Applied Science. Kanamycin was from Fluka, and 
chloramphenicol was from Sigma-Aldrich.

Bacterial strains, plasmids and growth conditions 
The bacterial strains and plasmids used in this work are 
listed in Table 1. E. coli K12 MG1655 and ∆gadE, ∆gadX, 
∆gadW isogenic derivatives ([9] and referenced therein) 
were grown at 37°C or 25°C in one of the following 
media: LB (Luria Bertani) broth, pH 7.4; LB-MES, pH 
5.5 (LB buffered with 100 mM of 2-(N-morpholino)-
ethanesulfonic acid, MES, at pH 5.5). When required, 
the ampicillin, kanamycin, and chloramphenicol 
antibiotics were added at concentrations of 100, 25, and 
34 µg/ml, respectively.

Conditions for biofilm formation 
The experiments were performed in triplicates, 
starting from independent bacterial colonies picked 
from a freshly streaked plate from a bacterial stock 
at -80°C. Each bacterial culture was prepared by 
transferring a single colony into 2 ml of LB pH 7.4 
and allowing the bacteria to grow overnight (16–18 
hours) at 37°C under orbital shaking (120 rpm). On 
the following day, each culture was diluted 1 : 10 
into a fresh LB medium and the optical density (OD) 
at 600 nm was measured. Each culture was then 
brought to the same OD

600
 = 2.0 and diluted 1 : 100 in 

independent wells by transferring 2 µl of each culture 
into 198 µl of either LB, pH 7.4 or LB-MES, pH 5.5. The 
starting OD (time 0) was checked using a Tecan Sunrise 

Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study

Bacterial strains Relevant genotype/information

MG1655 F- λ– rph-1

MG1655/pBBR F- λ– rph-1 carrying plasmid pBBR1MCS

MG1655/pBS F- λ– rph-1 carrying plasmid pBS

MG1655ΔgadE MG1655 gadE::KanR

MG1655ΔgadX MG1655 gadX::KanR

MG1655ΔgadW MG1655 gadW::KanR

Plasmids

pBBR1MCS Expression plasmid (4707 bp): lac, T3 and 
T7 promoters, CAT/CamR

pBS (pBluescriptSK) multicopy phagemid 
vector; ColE1 replicon, lacZα bla
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microplate reader at 595 nm. The plates were then 
transferred to thermostatic static incubators at 25°C 
and 37°C, respectively. The external wells in each plate 
contained sterile water or LB to avoid evaporation, 
and some wells contained only the growth medium 
(bk), which was read at time 0 and 24 h. Following 
growth under static conditions for 24 hours, the final 
OD

595
 (time 24 h) was read and planktonic bacteria 

were removed. Each well was rinsed with sterile water 
three times, and then 200 µl of 0.1% crystal violet was 
added and allowed to stain the biofilm for 15 min. After 
removal of the crystal violet and three subsequent 
washes with sterile water to remove the excess of stain, 
the stained biofilm was solubilized by adding 200 µl of 
an acetone:ethanol (20:80, v/v) solution. 125 µl/200 µl 
were transferred from each well in a clean 96-wells 
plate. Readings were again performed at 595 nm using 
a microplate reader.

Analysis of biofilm formation 
The readings obtained after staining with crystal violet 
were subtracted from those of the wells containing 
only the medium (bk at 24 h); the readings were 
previously checked to be identical with the readings 
of the medium at time 0 in order to verify that there 
was no contamination. The net readings were then 
analyzed using the Prism 4.0 GraphPad software. The 
data for the biofilms obtained using the mutant strains 
vs the wild-type strains were analyzed by two-way 
ANOVA using the Bonferroni test (as available in the 
GraphPad Prism software suite, version v5.0a). The 
data were expressed as the means of 3 to 8 independent 
experiments with standard deviations (SD). Differences 
were considered statistically significant at P < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Effect of temperature and pH of the medium 
on biofilm formation 
We analyzed the ability of E. coli MG1655 and its 
∆gadE, ∆gadX, and ∆gadW isogenic derivatives to 
form biofilms following growth of bacteria in LB at 
neutral and acidic pHs at two temperatures, 37°C and 
25°C. Strikingly, we noticed that the temperature 
had a significant effect on biofilm formation for the 
strain under analysis (Fig. 1). In particular, in LB at 
pH 7.4, biofilm formation was pronounced at 25°C 
and hardly detectable at 37°C. However, pH of the 
medium also had an effect, because in LB at pH 5.5 
MG1655 formed much more biofilm at 37°C than at 
25°C. This phenomenon was only slightly affected 
by the mutations in the genes coding for the major 
transcriptional regulators of the AR2 system. This 
implies that none of these regulators is strongly 
involved in the transcriptional repression of the genes 
participating in biofilm formation, at least under 
our growth conditions. This is in line with the report 
showing that GadX only marginally affects biofilm 
biomass in the E. coli strain BW25113 [10].

Such striking inversion of the ability to produce bi-
ofilms was an unexpected finding. A possible expla-
nation may reside in the pH 5.5, which is more typ-
ical of the distal gut. Therefore, the combination of 
two cues –mildly acidic pH and 37°C –could better 
approximate the host gut environment, thereby trig-
gering biofilm formation, at least on an inert surface 
such as polystyrene. The slight increase in biofilm for-
mation observed at 37°C when testing the mutants, 
regardless of the pH of the medium, could very likely 

Fig. 1. Biofilm 
formation in 
E. coli MG1655 at 
different pH values 
and temperatures. 
Statistical 
significance: 
*, P ≤ 0.05; 
**, P ≤ 0.01; 
***, P ≤ 0.001; 
n.s., not significant.
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Fig. 2. Biofilm formation in E. coli MG1655 in the presence 
of plasmids. The change is reported as fold change 
increase/decrease with respect to the biofilm formed 
by the reference strain, i.e. E. coli, MG1655 under the 
indicated condition, which was set to 1.0. The SD of the 
reported values never exceeded 20% of the indicated 
value.

be related to an effect of the regulators on the biofilm 
structure rather than on the biomass, as noticed by 
other researchers [10], which may also be related to 
the observed repression of the AR2 and AFI genes in 
a temporal study of biofilm formation [11].

Effect of plasmids on biofilm formation 
Another interesting finding derived from the 
observation of the effect of empty plasmids in bacteria 
tested for their biofilm-forming ability. In order not to 
add too many variables, we transformed E. coli MG1655 
with either a high-copy number plasmid (pBS, in Table 
1) or a medium-copy number plasmid (pBBR1MCS, in 
Table 1). Biofilm formation was assayed under the same 
conditions as those shown in Figure 1. The results are 
shown in Figure 2 as fold increase with respect to E. coli 
MG1655 not carrying a plasmid. These data clearly show 
that both plasmids sometimes exerted a negligible and 
sometimes a substantial effect on biofilm formation. 
This phenomenon depended on the medium pH and the 
temperature and could not be predicted a priori.

CONCLUSIONS
Our results clearly show that pH is an important 
driving force in dictating the formation of biofilms, to 
the same extent as temperature. Moreover, care should 
be taken when interpreting results on E. coli strains 
carrying plasmids that contain a gene complementing a 
mutation. In fact, we have shown that empty plasmids 
affect biofilm formation. To the best of our knowledge, 
this aspect is less investigated than the plasmid 
transfer within a biofilm [12]. 

This work was in part funded to Daniela De Biase  
by the Pasteur Institute (Institut Pasteur, Paris;  
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 • Реферат. Структура реферата должна быть четкой и от-
ражать следующее: постановка проблемы, описание экс-
периментальных методов, возможность практических при-
ложений, возможность постановки новых задач. Средний 
объем реферата составляет 20 строк (примерно 1500 зна-
ков).
 • Ключевые слова (3–6). В них следует отразить: предмет 
исследования, метод, объект, специфику данной работы.
 • Список сокращений. 
 • Введение.
 • Раздел «Экспериментальная часть».
 • Раздел «Результаты». 
 • Раздел «Обсуждение» (или «Результаты и обсуждение»). 
 • Раздел «Выводы» (или «Заключение»). В конце раздела 
указываются названия организаций, финансировавших 
работу, в скобках – номера грантов. 
 • Раздел «Список литературы». 

РЕКОМЕНДАЦИИ ПО НАБОРУ И ОФОРМЛЕНИЮ ТЕКСТА 
 • Рекомендуется использование редактора Microsoft Word 
2003 for Windows. 
 • Шрифт – Times New Roman. Стандартный размер 
шрифта – 12. 
 • Интервал между строками 1.5.
 • Нецелесообразно использовать более одного пробела 
между словами. 
 • Запрещено использовать при наборе текста автоматиче-
ское создание сносок, автоматический перенос или авто-
матический запрет переносов, создание списков, автома-
тический отступ и т.п. 
 • При создании таблицы рекомендуется использовать воз-
можности Word (Таблица – Добавить таблицу) или MS 
Excel. Таблицы, набранные вручную (с помощью большо-
го числа пробелов, не используя ячейки), не могут быть 
использованы. 
 • Между инициалами и фамилией всегда ставится про-
бел: А.А. Иванов (кроме перечисления авторов в загла-
вии статьи, где пробелы ставятся и между инициалами – 
А. А. Иванов). 
 • Все даты в виде «число.месяц.год» набиваются следую-
щим образом: 02.05.1991. 

 • Точка не ставится после: УДК, заглавия статьи, авторов, 
адресов, заголовков и подзаголовков, названий таблиц, 
подписей к рисункам, размерностей (с – секунда, г – 
грамм, мин – минута, ч – час, сут – сутки, град – градус). 
 • Точка ставится после: сносок (в том числе в таблицах), 
примечаний к таблице, краткой аннотации, сокращений 
(мес. – месяц, г. – год, т. пл. – температура плавления), 
но не ставится в подстрочных индексах: Т

пл
 – темпера-

тура плавления, Т
ф. п

 – температура фазового перехода. 
Исключение: млн – миллион – без точки. 
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 • Десятичные цифры набираются только через точку, 
а не через запятую (0.25 вместо 0,25). 
 • Сокращения единиц измерений пишутся только русски-
ми буквами (мкМ, но не µM; нм, но не nm).

 • Знак «–» (тире) отбивается пробелами, знаки «минус», «ин-
тервал» или «химическая связь» пробелами не отбиваются.
 • В качестве знака умножения используется только «×». 
Знак «×» ставится только в том случае, если справа 
от него стоит число. Символом «∙» обозначаются ком-
плексные соединения в химических формулах, а также 
нековалентные комплексы (ДНК∙РНК и т.п.).
 • Используются только «кавычки», но не “кавычки”. 
 • В формулах используются буквы латинского и греческо-
го алфавитов.
 • Латинские названия родов и видов животного мира пи-
шутся курсивом, таксонов более высокого ранга, а также 
названия вирусов и бактериофагов в латинской транс-
крипции – прямым шрифтом. 

 • Названия генов (кроме обозначения генов дрожжей) пи-
шутся строчным курсивом, названия белков – прямым 
шрифтом.

 • Названия нуклеотидов (А, Т, G, C, U), аминокислотных 
остатков (Arg, Ile, Val и т.д.) и фосфатов (ATP, AMP и т.д.) 
пишутся в латинской транскрипции прямым шрифтом.
 • Нумерация азотистых оснований и аминокислотных 
остатков пишется без дефиса (T34, Ala89).
 • При выборе единиц измерения необходимо придержи-
ваться международной системы единиц СИ.
 • Молекулярная масса выражается в дальтонах (Да, кДа, 
МДа).
 • Количество пар нуклеотидов обозначается сокращения-
ми (п.н., т.п.н.).
 • Количество аминокислотных остатков обозначается со-
кращением (а.о.).
 • Биохимические термины (в частности, названия фер-
ментов) приводятся в соответствии с международными 
правилами IUPAC.
 • Сокращения терминов и названий в тексте должны быть 
сведены к минимуму. 
 • Повторение одних и тех же данных в тексте, таблицах 
и графиках недопустимо.

ТРЕБОВАНИЯ К ИЛЛЮСТРАЦИЯМ 
 • Рисунки к статьям приводятся отдельными файлами 
в формате TIFF, при необходимости – в заархивированном 
виде.
 • Иллюстрации должны иметь разрешение не ниже 300 
dpi для цветных и полутоновых изображений и не менее 
600 dpi для черно-белых иллюстраций. 
 • Недопустимо использование дополнительных слоев. 

РЕЦЕНЗИРОВАНИЕ, ПОДГОТОВКА РУКОПИСИ К ПЕЧАТИ, 
ОЧЕРЕДНОСТЬ ПУБЛИКАЦИИ
Статьи публикуются по мере поступления. Члены редкол-
легии имеют право рекомендовать к ускоренной публикации 
статьи, отнесенные редколлегией к приоритетным и полу-
чившие высокую оценку рецензентов.

Статьи, поступившие в редакцию, проходят экспертизу 
членов редколлегии и направляются на внешнее рецен-
зирование. Выбор рецензента является прерогативой ре-

дакции. Рукопись направляется на отзыв специалистам 
в данной области исследований, и по результатам рецен-
зирования редколлегия определяет дальнейшую судьбу 
рукописи: принятие к публикации в представленном виде, 
необходимость доработки или отклонение. 

Возвращение рукописи авторам на доработку не означает, 
что статья принята к печати. После получения доработанного 
текста рукопись вновь рассматривается редколлегией. До-
работанный текст автор должен вернуть вместе с ответами 
на все замечания рецензента. 

Переработанная рукопись должна быть возвращена 
в редакцию в течение одной недели после получения ав-
торами отзывов. 

На всех стадиях работы с авторами, редакторами и ре-
цензентами редакция использует электронно-почтовую 
связь, поэтому авторы должны быть очень внимательны 
к указанному в рукописи электронному адресу и должны 
своевременно сообщать о произошедших изменениях.

Корректуры статей редакция рассылает авторам по элек-
тронной почте в виде pdf-файла. На стадии корректуры не до-
пускаются замены текста, рисунков или таблиц. Если это 
все же необходимо, то данный вопрос решается с редколлегией.

ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
Ссылки на цитируемую литературу приводятся в тексте 
в порядке их цитирования, нумеруются и приводятся в ква-
дратных скобках. Ссылке на работу в таблице или в подписи 
к рисунку присваивается порядковый номер, соответствую-
щий расположению данного материала в тексте статьи.

Для книг: фамилия и инициалы автора, полное назва-
ние книги, место издания, издательство, год издания, том 
или выпуск и общее количество страниц.

Кулаев И.С., Вагабов В.М., Кулаковская Т.В. Высокомоле-
кулярные неорганические полифосфаты: биохимия, клеточ-
ная биология, биотехнология. М.: Научный мир, 2005. 216 с. 

Ссылки на книги, переведенные на русский язык, долж-
ны сопровождаться ссылками на оригинальные издания 
с указанием выходных данных.

Для периодических изданий: фамилия и инициалы ав-
тора, название журнала, год издания, том, номер, первая 
и последняя страницы статьи. Указываются фамилии пер-
вых 10 авторов, например:
Ross M.T., Grafham D.V., Coffey A.J., Scherer S., McLay K., 
Muzny D., Platzer M., Howell G.R., Burrows C., Bird C.P., 
et al. // Nature. 2005. V. 434. № 7031. P. 325–337. 

Ссылки на авторефераты диссертаций должны содер-
жать фамилию и инициалы автора, название диссертации, 
место выполнения работы, год защиты диссертации.

Шкурников М.Ю. Влияние нагрузок различной интен-
сивности на концентрацию белка теплового шока с молеку-
лярной массой 70 кДа. М.: ФГУ ВНИИФК, 2009.

Ссылки на патенты должны содержать фамилии 
и инициалы авторов, вид патентного документа (авторское 
свидетельство или патент), номер, название страны, вы-
давшей документ, индекс международной классификации 
изобре тений, год выдачи патента.

Для связи с редакцией следует использовать  
следующий электронный адрес: actanaturae@gmail.com,  
телефон: (495) 727-38-60.


